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Resumen  	  El	   receptor	  opioide	  delta	   (DOR1)	   junto	   con	  su	   ligando	  específico	  Met/Leu	  encefalina	  forman	  parte	  del	  sistema	  opioide	  endógeno.	  Estudios	  previos	  han	  revelado	   la	  amplia	  distribución	  de	  DOR	  en	  el	  cerebro	  de	  mamíferos	  así	  como	  su	  implicación	  en	  funciones	  tales	   como	   la	  analgesia,	   comportamiento	   sexual,	   control	  motor,	   adicciones,	   etc.	  En	  el	  pez	  cebra,	  se	  han	  demostrado	  mediante	  hibridación	  in	  situ	  los	  patrones	  de	  distribución	  de	  los	  dos	  receptores	  delta	  clonados	  hasta	  la	  fecha.	  El	  presente	  trabajo	  se	  ha	  centrado	  en	  el	  estudio,	  mediante	  técnicas	  inmunohistoquímicas,	  de	  la	  distribución	  de	  DOR1	  en	  el	  encéfalo	  del	  pez	  cebra	  adulto	  para	  así	  poder	  detallar	  los	  circuitos	  neuronales	  de	  este	  sistema	  y	  ampliar	  el	  conocimiento	  existente	  sobre	   la	  distribución	  y	   la	   implicación	  de	  dicho	   receptor	   en	   el	   sistema	   nervioso	   de	   vertebrados.	   Nuestros	   resultados	  demostraron	  que	  existe	  una	  amplia	  distribución	  del	  receptor	  opioide	  delta	  en	  todo	  el	  encéfalo	  del	  pez	  cebra,	  siendo	  así	  mismo	  esta	  distribución	  comparada	  con	  la	  observada	  en	  otras	  especies	  de	  vertebrados.	  	  O	   receptor	  opioide	  delta	   (DOR1)	  xunto	   co	   seu	   ligando	  específico	  Met/Leu	  encefalina	  forman	   parte	   do	   sistema	   opioide	   endóxeno..Estudos	   previos	   revelaron	   a	   ampla	  distribución	  de	  DOR	  no	  cerebro	  de	  mamíferos	  así	  como	  a	  súa	  implicación	  en	  funcións	  tales	  como	  a	  analxesia,	  comportamento	  sexual,	  control	  motor,	  adiccións,	  etc.	  No	  peixe	  cebra,	  demostráronse	  mediante	  hibridación	  in	  situ	  os	  patróns	  de	  distribución	  dos	  dous	  receptores	   delta	   clonados	   ata	   a	   data.	   O	   presente	   traballo	   centrouse	   no	   estudo,	  mediante	  técnicas	  inmunohistoquímicas,	  da	  distribución	  de	  DOR1	  no	  encéfalo	  do	  peixe	  cebra	  adulto	  para	  así	  poder	  detallar	  os	  circuítos	  neuronais	  deste	  sistema	  e	  ampliar	  o	  coñecemento	  existente	  sobre	  a	  distribución	  e	  a	  implicación	  do	  devandito	  receptor	  no	  sistema	   nervioso	   de	   vertebrados.	   Os	   nosos	   resultados	   demostraron	   que	   existe	   unha	  ampla	  distribución	  do	  receptor	  opioide	  delta	  en	  todo	  o	  encéfalo	  do	  peixe	  cebra,	  sendo	  así	   mesmo	   esta	   distribución	   comparada	   coa	   observada	   noutras	   especies	   de	  vertebrados.	  	  
Resumen 
The	  delta	  opioid	  receptor	  (DOR1)	  together	  with	  its	  specific	  ligand	  Met/Leu-­‐enkephalin	  are	   part	   of	   the	   endogenous	   opioid	   system.	   Previous	   studies	   have	   revealed	   the	  wide	  distribution	  of	  DOR	  in	  the	  mammalian	  brain	  and	  their	  involvement	  in	  functions	  such	  as	  analgesia,	  sexual	  behavior,	  motor	  control,	  addictions...	  In	  zebrafish,	  it	  has	  been	  shown	  by	  in	  situ	  hybridization	  the	  distribution	  patterns	  of	  the	  two	  delta	  receptors	  cloned	  to	  date.	   This	   work	   has	   focused	   on	   the	   study,	   using	   immunohistochemical	   techniques,	  DOR1	  distribution	  in	  the	  brain	  of	  adult	  zebrafish	  in	  order	  to	  detail	  the	  neural	  circuitry	  of	  the	  system	  and	  expand	  existing	  knowledge	  on	  the	  distribution	  and	  the	  involvement	  of	   this	   receptor	   in	   the	   nervous	   system	   of	   vertebrates.	   Our	   results	   showed	   a	   broad	  distribution	   of	   delta	   opioid	   receptor	   throughout	   the	   zebrafish	   brain,	   and	   this	  distribution	   was	   compared	   with	   that	   observed	   in	   other	   vertebrate	   species.
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Abreviaturas 
AD	   asta	  dorsal	  AM	   axones	  de	  mauthner	  AV	   asta	  ventral	  BO	   bulbos	  olfativos	  CA	   comisura	  anterior	  CAn	   comisura	  ansulata	  CB	   cerebelo	  CC	   cuerpo	  cerebelar	  Cce	   capa	   celular	   externa	   de	   los	  bulbos	  olfativos	  Cci	   capa	   celular	   interna	   de	   los	  bulbos	  olfativos	  Cgl	   capa	   glomerular	   de	   los	  bulbos	  olfativos	  CG	   capa	  granular	  CPj	   capa	  de	  células	  de	  Purkinje	  CPost	   comisura	  posterior	  Cr	  CH	  D	  
calretinina	  
comisura	  horizontal	  área	  telencefálica	  dorsal	  Dc	   zona	   central	   del	   área	  telencefálica	  dorsal	  Dd	   zona	   dorsal	   del	   área	  telencefálica	  dorsal	  Dl	   zona	   lateral	   del	   área	  telencefálica	  dorsal	  Dm	   zona	   medial	   del	   área	  telencefálica	  dorsal	  DOR	   receptor	  opioide	  delta	  Dp	   zona	   posterior	   del	   área	  telencefálica	  dorsal	  
EAC	  ECG	  Ed	  
EM	  EO	  EPv	  Ev	  
FLM	  FLL	  FR	  FRIm	  
FRS	  FTL	  FTM	  GC	  GP	  Ha	  Had	  Hav	  Hip	  Hipc	  Hipv	  KOR	  LC	  LHip	  LV	  ME	  
estrato	  album	  central	  estrato	  capa	  granular	  núcleo	   enteropeduncular	   dorsal	  estrato	  marginal	  estrato	  óptico	  estrato	  periventricular	  núcleo	  enteropeduncular	  ventral	  fascículo	  longitudinal	  medial	  fascículo	  longitudinal	  lateral	  fascículo	  retroflexo	  formación	   reticular	   inferior	   medial	  formación	  reticular	  superior	  fascículo	  telencefálico	  lateral	  fascículo	  telencefálico	  medial	  gris	  central	  glándula	  pineal	  habénula	  habénula	  dorsal	  habénula	  ventral	  hipotálamo	  hipotálamo	  caudal	  hipotálamo	  ventral	  receptor	  opioide	  Kappa	  
locus	  coeruleus	  lóbulo	  hipotalámico	   posterior	   lóbulo	  vagal	  médula	  espinal	  
Abreviaturas	  
MO	   médula	  oblongada	  MOR	   receptor	  opioide	  mu	  NCC	   núcleo	  comisural	  de	  cajal	  NGS	   núcleo	  gustatorio	  secundario	  NI	   núcleo	  del	  istmo	  NIII	   núcleo	  oculomotor	  NIP	   núcleo	  interpeduncular	  NIPd	   núcleo	  interpeduncular	  dorsal	  NIPv	   núcleo	  interpeduncular	  ventral	  NIV	   núcleo	  troclear	  NM	   núcleo	  medial	  NRa	   núcleo	  del	  rafe	  NRad	   núcleo	  del	  rafe	  dorsal	  NRam	   núcleo	  del	  rafe	  medial	  NRL	   núcleo	  del	  receso	  lateral	  NS	   núcleo	  supraquiasmático	  NTl	   núcleo	  lateral	  del	  tuber	  NTp	   núcleo	  posterior	  del	  tuber	  NVL	   núcleo	  de	  la	  válvula	  lateral	  OP	   órgano	  periventricular	  PM	   núcleo	  preóptico	  magnocelular	  Ppa	   núcleo	  preóptico	  anterior	  Ppp	   núcleo	  preóptico	  parvocelular	  posterior	  
PPv	  
RLR	  RO	  Tel	  TGP	  TGS	  TL	  Tm	  TO	  Tol	  Tp	  TS	  VC	  Vc	  
Vd	  
Vp	  
Vs	  
Vv	  
núcleo	  pretectal	   periventricular	  	  región	  lateral	  reticular	  receso	  preóptico	  telencéfalo	  tracto	  de	  la	  glándula	  pineal	  tracto	  gustatorio	  secundario	  toro	  lateral	  	  tálamo	  medial	  techo	  óptico	  tracto	  olfativo	  lateral	  tubérculo	  posterior	  toro	  semicircular	  válvula	  cerebelar	  zona central del área	   telencéfalica	  ventral	  zona dorsal del área	   telencéfalica	  ventral	  zona	   posterior	   del	   área	   telencefálica	  ventral	  zona	  supracomisural	  del	  área	  teléncefálica	  ventral	  zona	  ventral	  área	   telencefálica	  ventral.	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1.	  EL	  PEZ	  CEBRAPara	  este	  trabajo	  se	  han	  utilizado	  ejemplares	  adultos	  de	  una	  especie	  de	  gran	  interés	   en	   el	   campo	   de	   la	   neurociencia	   como	   es	   el	   pez	   cebra	   (Danio	   rerio	  Hamilton-­‐Buchanan,	   1822).	   Junto	   con	   el	   ratón,	   el	   pez	   cebra	   es	   una	   de	   las	  especies	   animales	   más	   usadas	   en	   investigación	   por	   las	   numerosas	   ventajas	  que	   presenta.	   Tales	   como:	   gran	   facilidad	   de	   cría	   y	   mantenimiento	   en	   el	  laboratorio,	   rápido	   desarrollo,	   que	   sumado	   a	   la	   transparencia	   de	   sus	  embriones	  lo	  convierten	  en	  un	  paradigma	  ideal	  para	  la	  investigación	  científica	  (Mestcher	   y	   Ahlberg,	   1999).	   Además	   de	   las	   características	   mencionadas	  anteriormente,	   esta	   especie	   puede	   ser	   manipulada	   genéticamente	   para	   así	  obtener	  “animales	  a	  la	  carta”	  y	  ser	  utilizados	  en	  estudios	  orientados.	  	  
Los	  primeros	  estudios,	  en	  los	  años	  setenta,	  realizados	  por	  George	  Streisinger	  en	   el	   pez	   cebra,	   se	   basaron	   en	   obtener	   embriones	   haploides	   o	   diploides	   de	  origen	   exclusivamente	   materno,	   y	   fueron	   un	   punto	   de	   partida	   importante	  para	   su	   posterior	   uso	   como	   organismo	   modelo.	   Su	   uso	   en	   investigación	  aumentó	   cuando	   fue	   posible	   demostrar	   que	   podía	   ser	   utilizado	   para	  identificar	  la	  existencia	  de	  nuevos	  genes	  mediante	  cribados	  mutacionales.	  Por	  otro	   lado,	   el	   pez	   cebra	   comparte	   una	   gran	   homología	   genética	   con	   otras	  especies	  de	  vertebrados,	  incluyendo	  los	  mamíferos,	  llegando	  a	  compartir	  con	  nuestra	   especie	   más	   del	   80	   %	   del	   genoma;	   lo	   que	   permite	   extrapolar	   los	  resultados	  obtenidos	  de	  diferentes	  estudios	  a	  humanos.	  
Este	   pez,	   a	   demás,	   posee	   la	   capacidad	   de	   regenerar	   órganos	   parcialmente	  amputados,	  lo	  que	  amplía	  las	  capacidades	  de	  investigación	  en	  este	  campo	  que	  tiene	  como	  horizonte	  la	  recuperación	  de	  lesiones	  medulares.	  Asimismo,	  puede	  considerarse	   un	   buen	   modelo	   neuroanatómico	   por	   sus	   características	  filogenéticamente	   bien	   conservadas,	   comunes	   a	  muchas	   especies	   de	   peces	   y	  presentes	  en	  grupos	  superiores.	  
4 IntroducciónLas	  características	  mencionadas	  anteriormente	  y	  que	  han	  sido	  utilizadas	  para	  estudiar	   la	   biología	   del	   desarrollo,	   se	   utilizan	   ahora	   para	   descubrir	   nuevos	  fármacos	  y	  para	  ampliar	  conocimientos	  en	  el	  campo	  de	   la	  biotecnología.	  Por	  todo	  esto	  el	  pez	  cebra	  se	  ha	  convertido	  en	  un	  modelo	  excepcional,	  no	  solo	  en	  el	   campo	   de	   la	   biología	   si	   no	   también	   en	   biomedicina	   y	   en	   biotecnología	  (Rojas-­‐Muñoz	  y	  col.,	  2007).	  
1.1. RELACIONES	  FILOGENÉTICAS	  
El	   pez	   cebra	   pertenece	   al	   Género	   Danio,	   Subfamilia	   Danioninae,	   Familia	  Cyprinidae,	   Superfamilia	   Cyprinoidea,	   Orden	   Cypriniformes,	   Serie	   Otophysi,	  Superorden	   Ostariophysi,	   Ostarioclupeomorpha	   (u	   Otocephala),	   División	  Teleostei,	  Subclase	  Neopterygii,Clase	  Actinopterygii,	  Subgrado	  Osteichthyes	  o	  Euteleostomi,	   Grado	   Teleostomi,	   Superclase	   Gnathostomata,	   Subphyllum	  Craniata,	  Phyllum	  Chordata	  (Nelson,	  2006).	  
Aparecidos	  en	  el	  Devónico,	   los	  peces	  óseos	   (Euteleostomi	  u	  Osteichthyes),	   a	  diferencia	   de	   los	   peces	   cartilaginosos	   (Chondrichthyes),	   se	   caracterizan	   por	  presentar	  una	   serie	  de	  estructuras	  osificadas,	   así	   como	  en	   la	  mayoría	  de	   los	  casos	  un	  órgano	  hidrostático,	  la	  vejiga	  natatoria	  o	  gaseosa.	  Los	  Osteictios	  son	  un	   grupo	   de	   reciente	   aparición,	   y	   la	   más	   rica	   en	   cuanto	   a	   especies	   y	   a	  individuos;	   la	   mayoría	   de	   sus	   especies	   pertenecen	   a	   la	   clase	   de	   los	  Actinopterigios.	  	  
Los	   Actinopterigios	   constituyen	   un	   grupo	   monofilético,	   compartiendo	   un	  ancestro	   común	   y	   múltiples	   características	   diferenciales,	   tales	   como	   la	  presencia	   de	   radios	   en	   las	   aletas.	   	   A	   diferencia	   de	   la	   mayor	   parte	   de	   los	  vertebrados	  en	  los	  cuales	  los	  hemisferios	  telencefálicos	  se	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  por	  evaginación,	  en	   los	  peces	  Actinopterigios	  el	   telencéfalo	  dorsal	  se	  origina	   por	   un	   proceso	   de	   eversión.	   Los	   Actinopterigios	   se	   agrupan	   en	   3	  subclases	   (Cladistia,	   Chondrostei	   y	   Neopterygii),	   44	   órdenes,	   453	   familias,	  4.289	   géneros	   y	   26.891	   especies.	   Los	   Neopterigios	   incluyen	   1	   división	  (Teleostei)	  y	  2	  órdenes	  actuales	  asociados	  (Amiiformes	  y	  Lepisosteiformes).	  
Los	   teleósteos	  son	  el	  grupo	  más	  numeroso	  de	  peces	  óseos,	  con	  alrededor	  de	  26.840	   especies,	   constituyendo	   los	   “peces”	   por	   excelencia	   y	   agrupando	   la	  mayoría	  de	  las	  especies	  que	  encontramos	  en	  nuestros	  mares,	  ríos	  y	  lagos.	  Los	  teleósteos	   aparecieron	   a	   finales	   del	   Triásico,	   hace	   220	   millones	   de	   años,	   y	  sufrieron	   una	   radiación	   hace	   más	   de	   150	   millones	   de	   años,	   antes	   del	  Mesozoico.	   Al	   principio	   eran	   peces	   de	   pequeño	   tamaño	   semejantes	   a	   los	  arenques,	   con	   colas	   simétricas	   y	   mandíbulas	   flexibles	   (como	   las	   de	   los	  Neopterigios	  avanzados).	  A	  mediados	  del	  Cretácico	  experimentaron	  una	  fase	  explosiva	  en	  su	  evolución,	  que	  dio	  como	  resultado	  la	  aparición	  de	  peces	  más	  avanzados	  como	  el	  salmón	  o	  la	  trucha.	  Se	  trata	  de	  un	  grupo	  que	  ha	  sufrido	  una	  rápida	  diversificación.A	  finales	  del	  Cretácico/principios	  de	  la	  Era	  Terciaria	  se	  produjo	   una	   segunda	   explosión	   que	   fue	   el	   origen	   de	   los	   teleósteos	   que	  conocemos	   en	   la	   actualidad.	   Como	   características	   diferenciadoras	   presentan	  un	   esqueleto	   totalmente	   osificado,	   radios	   espinosos	   en	   las	   aletas,	   cuerpo	  recubierto	  por	   escamas	  delgadas	   e	   imbricadas,	   branquias	  protegidas	  por	  un	  opérculo	   (agallas)	   y	   premaxilares	   móviles.	   Se	   distinguen	   4	   subdivisiones,	  Osteoglossomorpha,	   Elopomorpha,	   Ostarioclupeomorpha	   u	   Otocephala	   y	  Euteleostei,	   que	   a	   su	   vez	   se	   subdividen	   en	  40	  órdenes,	   448	   familias	   y	  4.278	  géneros.	   La	   subdivisón	  Ostarioclupeomorpha	   u	  Otocephala	   se	   divide	   en	   dos	  superórdenes,	  Clupeomorpha	  y	  Ostariophysi.	  El	  superorden	  Ostariophysi	  está	  formado	  por	  68	  familias,	  1.075	  géneros	  y	  7.931	  especies.	  Los	  Ostariophysi	  se	  subdividen	  en	  5	  órdenes,	  Gonorhynchiformes,	  Cypriniformes,	  Characiformes,	  Siluriformes	  y	  Gymnotiformes,	  agrupándose	  los	  cuatro	  últimos	  dentro	  de	  la	  
6 Introducción serie	   Otophysi.	   Dentro	   de	   estos,	   el	   orden	   Cypriniforme	   está	   formado	   por	   6	  familias,	   321	   géneros	   y	   3.268	   especies.	   Las	   cuatro	   familias	  más	   extensas	   de	  Cypriniformes,	   Cyprinidae,	   Characidae,	   Loricariidae,	   y	   Balitoridae,	   tienen	  4.656	   especies,	   el	   59%	  de	   todos	   los	  Ostariophysi,	   que	   a	   su	   vez	   representan	  alrededor	   del	   28%	   de	   los	   peces	   conocidos	   en	   el	   mundo,	   y	   el	   68	   %	   de	   las	  especies	   dulceacuícolas.	   Están	   presentes	   en	   todos	   los	   continentes	   e	   islas,	  execpto	  en	  la	  Antártida,	  Groelandia	  y	  Nueva	  Zelanda.	  
Fig.1.	  Esquema	  donde	  se	  puede	  apreciar	  la	  relación	  entre	  las	  afinidades	  y	  la	  era	  geológica	  en	  la	  que	  aparecieron	  los	  mayores	  grupos	  de	  peces	  (Imagen	  tomada	  de	  Nelson,	  2006).	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  LA	  FAMILIA	  DE	  LOS	  CIPRÍNIDOS	  
La	  familia	  Cyprinidae	  es	  una	  familia	  de	  peces	  de	  agua	  dulce,	  con	  la	  excepción	  de	   la	   familia	   Gobiidae.	   Su	   distribución	   abarca	   América	   del	   Norte	   (desde	  Canadá	   hasta	   el	   sur	   de	   México),	   África	   y	   Eurasia.	   Esta	   familia	   incluye	   220	  géneros	  y	  2.420	  especies.	  Entre	  las	  subfamilias	  de	  Cyprinidae	  se	  encuentra	  la	  subfamilia	   Rasborinae	   o	   Danioninae,	   que	   consta	   de	   peces	   africanos	   y	  eurasiáticos.	   En	   ésta	   se	   incluye	   el	   género	   Danio	   y	   la	   especie	  Danio	   rerio.El	  nombre	   común	   para	   esta	   familia	   en	   América	   del	   Norte	   es	   “minnow”	  (pececillo)	   y	   en	   Europa	   recibe	   el	   nombre	   de	   Carpa.	   Varios	   miembros	   de	   la	  familia	   Cyprinidae	   son	   utilizados	   como	   alimento	   y	   como	   animales	   de	  experimentación.	   Las	   especies	   más	   utilizadas	   en	   investigación	   son	   la	   carpa	  común	   (Cyprinus	  carpio),	   la	   carpa	   dorada	   (Carassius	  auratus)	   y	   el	   pez	   cebra	  (Danio	  rerio).	  
Los	  fósiles	  más	  antiguos	  de	  los	  ciprínidos	  pertenecen	  al	  Eoceno	  en	  Asia,	  en	  el	  norte	   de	   América	   y	   en	   Europa	   datan	   del	   Oligoceno.	   La	   mayor	   extinción	  ocurrió	  hace	  40-­‐38	  millones	  de	  años	  en	  América	  del	  Norte,	  a	  consecuencia	  de	  un	  marcado	   enfriamiento	   global.	   Posteriormente,	   a	  mediados	   del	  Oligoceno,	  hace	  30	  millones	  de	  años,	  se	  produjo	  otro	  enfriamiento	  severo	  en	  el	  océano,	  que	  parece	  coincidir	  con	  la	  aparición	  de	  los	  ciprínidos	  en	  América	  del	  Norte.	  Si	   los	   ciprínidos	   se	   originaron	   en	   Oriente,	   la	   disminución	   del	   nivel	   del	  mar	  durante	  la	  extinción	  del	  oligoceno	  y	  la	  extinción	  temprana	  de	  algunos	  de	  sus	  competidores,	   pudo	   haber	   permitido	   a	   los	   ciprínidos	   invadir	   América	   del	  Norte	  a	  través	  del	  puente	  terrestre	  de	  Bering,	  hace	  aproximadamente	  unos	  32	  millones	  de	  años.	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  peces	  poseen	  dientes	   faríngeos	   en	  1	   a	  3	   filas,	   nunca	  más	  de	  8	  dientes	  por	  fila.	  Tienen	  labios	  delgados	  y	  por	  lo	  general	  no	  poseen	  papilas,	  los	  barbos	  pueden	   estar	   presentes	   o	   no.	   Por	   regla	   general	   la	   mandíbula	   superior	   está	  rodeada	   por	   un	   solo	   premaxilar,	   siendo	   normalmente	   el	   maxilar	   superior	  protrusible.	  Asimismo,	  algunos	  de	  ellos	  presentan	  en	  su	  aleta	  dorsal	   rayos	  a	  modo	  de	  espina.	  
Estos	   peces	   se	   alimentan	   en	   diferentes	   profundidades	   y	   según	   donde	   se	  alimenten	  han	  desarrollado	  unas	  regiones	  del	  cerebro	  más	  que	  otras,	  de	  ahí	  que	   se	   aprecien	   diferentes	   especializaciones	   dentro	   de	   los	   cerebros	   de	   los	  ciprínidos.	  Así,	   la	  mayoría	  de	   las	  especies	  que	  se	  alimentan	  en	  aguas	  medias	  presentan	  sus	  centros	  visuales	  bien	  desarrollados,	  mientras	  que	  los	  gustativos	  y	  la	  línea	  lateral	  son	  de	  tamaño	  medio.	  Por	  el	  contrario,	  si	  se	  trata	  de	  especies	  detritívoras	   bentónicas,	   como	   es	   el	   caso	   de	   la	   carpa	   común,	   la	   tenca	   y	   los	  barbos,	   los	   centros	   gustatorios,	   el	   tronco	   cerebral	   y	   el	   cerebelo	   alcanzan	  un	  gran	  tamaño,	  a	  diferencia	  de	   la	   línea	   lateral	  y	  el	  centro	  visual	  que	  presentan	  un	  tamaño	  medio.	  En	  el	  caso	  de	   la	  dorada	  (animal	  planctívoro)	  y	  en	  general	  todas	  aquellas	  especies	  que	  se	  alimentan	  en	  el	  fondo	  tienen	  una	  línea	  lateral	  bien	  desarrollada,	  mostrando	  asimismo	  los	  centros	  visuales	  y	  el	   lóbulo	  facial	  un	  tamaño	  considerable.	  Las	  especies	  que	  se	  alimentan	  en	  la	  superficie,	  como	  por	   ejemplo	   la	   carpa	   común,	   presentan	   una	   formidable	   línea	   lateral,	   pero	  tienen	   los	   lóbulos	   del	   tronco	   encefálico	   y	   los	   lóbulos	   relacionados	   con	   el	  sentido	  del	  gusto	  poco	  desarrollados.	  En	  el	  caso	  de	  las	  carpas	  europeas,	  que	  se	  alimentan	  en	  gran	  medida	  de	  una	  dieta	  de	  invertebrados,	  su	  sistema	  visual	  y	  los	  centros	  gustativos	  muestran	  un	  notable	  desarrollado.	  Los	  centros	  visuales	  son	  mayores	   en	   las	   especies	   que	   habitan	   en	   aguas	   claras,	   mientras	   que	   las	  estructuras	   olfativas	   y	   gustatorias	   aparecen	   especialmente	   desarrolladas	   en	  las	  especies	  de	  aguas	  turbias	  (Kotrschal	  y	  col.,	  1998).	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Fig	   2.	   Relación	   entre	   la	   secuencia	   de	   clases	   y	   órdenes	   de	   peces	   (imagen	   tomada	   de	   Nelson,	  2006).	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Fig.	   3.	   Imagen	   del	   pez	   cebra	   (Danio	  
rerio)	   donde	   se	   puede	   apreciar	   su	   anatomía	  externa.	  
1.3	  ANATOMÍA	  Y	  CICLO	  VITAL	  DEL	  PEZ	  CEBRA	  
1.3.1	  Anatomía	  del	  pez	  cebra	  
El	  pez	  cebra	  es	  un	  ciprínido	  originario	  del	  sudeste	  asiático,	  emparentado	  con	  las	   carpas	   y	   los	   barbos.	   Son	   peces	   de	   cuerpo	   alargado,	   fusiforme	   y	  comprimido,	   cubierto	   por	   escamas	  cicloides	   de	   forma	   y	   dimensiones	  variadas.	   Presenta	   una	   aleta	   dorsal,	   la	  boca	   dirigida	   hacia	   arriba	   y	   un	   par	   de	  finos	   barbillones	   en	   la	   boca,	   la	   cual	   se	  orienta	  hacia	  arriba.	  El	  color	  de	  base	  del	  pez	   es	   dorado	   y	   presenta	   4	   líneas	   o	  bandas	   horizontales	   de	   color	   oscuro	   e	  intenso	   que	   recorren	   todo	   el	   cuerpo	  desde	  el	  opérculo	  hasta	  la	  cola,	  apareciendo	  también	  en	  las	  aletas,	  a	  excepción	  de	  las	  pectorales	  y	  las	  ventrales.	  Los	  machos	  de	  esta	  especie	  tienen	  las	  aletas	  más	   largas	   y	  más	   finas	   que	   las	   hembras,	   así	   como	   un	   colorido	  más	   vistoso.	  Existe	   diferencia	   también	   en	   cuanto	   al	   tamaño	   entre	   hembras	   y	   machos,	  debido	   a	   esta	   diferencia	   las	   hembras	   presentan	   más	   curvas	   en	   la	   zona	   del	  vientre	  (Fig.3).	  
1.3.2	  Ciclo	  vital	  y	  desarrollo	  del	  pez	  cebra	  
Como	   otros	   Danios,	   el	   pez	   cebra	   es	   omnívoro.	   Es	   una	   especie	   ovípara,	   de	  fertilización	  externa	  y	  puesta	   libre,	  ya	  que	  esparcen	  o	  dispersan	  sus	  huevos,	  los	   cuales	   suelen	  depositarse	   en	   el	   fondo.	  Desovan	  periódicamente	  de	  2	   a	  3	  veces	   por	   semana;	   la	   puesta	   es	   muy	   numerosa,	   oscilando	   entre	   50	   y	   300	  huevos,	  cuyo	  diámetro	  ronda	  los	  1,2	  mm.Precisamente	  es	  uno	  de	  los	  animales	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   en	   el	   laboratorio	   por	   su	   rápido	   desarrollo	   y	   sus	   prolíficas	  puestas.	  Viven	  aproximadamente	  3	  años	  (a	  veces	  llegan	  a	  los	  5).	  
En	  su	  desarrollo,	  el	  pez	  cebra	  pasa	  por	  diferentes	  estadios	  (Fig.	  4),	  los	  cuales	  se	  pueden	  referenciar	  a	  horas	  (hpf)	  o	  días	  (dpf)	  de	  desarrollo	  tras	  el	  momento	  de	  la	  fertilización	  a	  28,5	  ºC,	  distinguiéndose:	  	  
-­‐ Estadio	  embrionario:	  entre	  las	  24	  y	  48	  hpf.	  
-­‐ Estadio	  larvario:	  entre	  72	  hpf	  y	  29	  dpf.	  
-­‐ Estadio	  juvenil:	  entre	  los	  30	  dpf	  y	  89	  dpf.	  
-­‐ Estadio	  adulto:	  entre	  los	  90	  dpf	  y	  los	  3	  años.	  
Fig.4.	  Imagen	  donde	  se	  representan	  las	  diferentes	  etapas	  del	  desarrollo	  del	  pez	  cebra.	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2. EL	  SISTEMA	  NERVIOSO	  CENTRAL	  DE	  TELEÓSTEOS
El	   sistema	   nervioso	   de	   teleósteos,	   al	   igual	   que	   el	   resto	   de	   vertebrados,	   se	  origina	   a	   partir	   de	   una	   invaginación	   del	   ectodermo	   de	   la	   región	   dorsal	   del	  embrión	   (placa	   neural).	   Esta	   invaginación,	   inducida	   por	   la	   notocorda	  subyacente,	   progresa	   y	   termina	   por	   constituir	   un	   tubo,	   el	   tubo	   neural,	   al	  fusionarse	   sus	  bordes.	  De	  esta	  estructura	   surgirán,	   tras	  unas	  modificaciones	  tanto	  el	  encéfalo	  como	  la	  médula	  espinal.	  
2.1	  ANATOMÍA	  DEL	  SISTEMA	  NERVIOSO	  CENTRAL	  DE	  TELEÓSTEOS	  
El	   sistema	   nervioso	   central	   de	   teleósteos	   está	   formado	   por	   el	   encéfalo	   y	   la	  médula	  espinal	   (Fig.5).	  El	  encéfalo	  de	   teleósteos,	  al	   igual	  que	  el	  de	   todos	   los	  vertebrados,	   se	   encuentra	   dividido	   en	  varias	   vesículas	   que	   en	   sentido	  rostrocaudal	   son:	   el	   prosencéfalo	   o	  cerebro	  anterior,	  dividido	  en	  telencéfalo	  y	  diencéfalo,	   el	   meséncefalo	   o	   cerebro	  medio	   que	   apenas	   sufre	   ninguna	  modificación	  y	  el	  rombencéfalo,	  o	  cerebro	  posterior,	   que	   está	   formado	   a	   vez	   por	   el	  cerebelo	  y	  el	  bulbo	  raquídeo.	  
Las	  primeras	  investigaciones	  referidas	  al	  estudio	  del	  desarrollo	  del	  encéfalo	  se	  centraron	  en	  regiones	  del	  encéfalo	  de	  las	  que	  derivan	  algunos	  núcleos	  (Palmgren,	  1921;	  Källen,	  1950);	  con	  el	  desarrollo	  de	  diferentes	  técnicas	  experimentales	  se	  produjo	  un	  avance	  en	  el	  conocimiento	  ontogénico	  del	  encéfalo	  al	  permitir	  conocer	  el	  origen	  de	  los	  distintos	  núcleos,	  su	  diferenciación	  y	  sus	  conexiones	  a	  lo	  largo	  del	  desarrollo.	  Algunas	  de	  las	  
Fig.	   5.	   Imagen,	   en	   visión	   ventral	  del	   encéfalo	   del	   pez	   cebra	  (Imagen	   tomada	  de	  Varga	   y	   col.,	  2011).	  
Introducción 13 investigaciones	   se	   han	   centrado	   en	   la	   morfogénesis	   del	   diencéfalo	  (Chanchonie	   y	   Clairambault,	   1975;	   Corujo	   y	   Anadón,	   1990),	   techo	   óptico	  (Pinganaud,	  1980;	  Mansour-­‐Robaey	  y	  Pinganaud,	  1990),	  cerebelo	  (Pouwells,	  1978)	   y	   del	   sistema	   hipotálamo-­‐hipofisario	   en	   ciprínidos	   (Plytycz,	   1974).	  Algunos	  estudios	  más	  recientes	  aportan	  nuevos	  datos	  que	  permiten	  avanzar	  en	  el	  estudio	  de	  las	  diferentes	  regiones	  del	  encéfalo;	  telencéfalo	  (Wullimann	  y	  Mueller,	   2004;	   Folgueira	   y	   col.,	   2012),	   pretecho	   	   y	   área	   preóptica	   (Muller	   y	  Wullimann,	   2002b),	   hipotálamo	   (Rink	  y	  Wullimann,	   2001),	   	   cerebelo	   (Bae	   y	  col.,	   2009);	   así	   como	   avanzar	   en	   el	   conocimiento	   sobre	   las	   conexiones	  existentes	   en	   el	   encéfalo;	   proyecciones	   desde	   el	   hipotálamo	   hacia	   regiones	  rostrales	  del	  encéfalo	   (Rink	  y	  Wullimann,	  2002b),conexiones	  del	   subpallium	  (Rink	   y	   Wullimann,	   2004),proyecciones	   primarias	   y	   secundarias	   en	   el	  rombencéfalo	  (Xue	  y	  col.,	   	  2006),	  proyecciones	  del	  cerebelo	  (Folgueira	  y	  col.,	  2006).	  
2.2	  ENCÉFALO	  DEL	  PEZ	  CEBRA	  
El	  encéfalo	  del	  pez	  cebra	  presenta	  las	  mismas	  divisiones	  del	  sistema	  nervioso	  central	   del	   resto	   de	   teleósteos:	   telencéfalo,	   diencéfalo,	   mesencéfalo,	  metencéfalo	  (incluye	  el	  cerebelo),	  y	  mieléncefalo.	  Las	  mayores	  divisiones	  del	  cerebro	   del	   pez	   cebra	   revelan	   algunas	   características	   	   típicas	   de	   ciprinidos,	  como	  por	  ejemplo	   la	  presencia	  de	   los	   lóbulos	  vagal	  y	   facial,	   aunque	  no	  sean	  tan	  grandes	  como	  en	  otras	  especies	  de	  ciprínidos,	  como	  la	  carpa	  dorada.	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2.2.1	  Telencéfalo	  El	   telencéfalo	   es	   la	   parte	   más	   rostral	  del	   encéfalo.	   Está	   formado	   por	   los	   bulbos	   olfativos	   y	   los hemisferios	  telencefálicos.	   A	   diferencia	   del	   resto	   de vertebrados,	   el	   telencéfalo de	  teleósteos	   se	   origina	   por	   un	   proceso	   de	    eversión	    (Fig.	    6)(Wullimann	    y	  Muller,	   2004),	  produciéndose	  un	   plegamiento	   lateral	   del	   tubo	   neural	   en	    la	    región	    dorsal. Debido	    a	   este	   plegamiento se	  origina	  dos	   hemisferios	    telencefálicos	    cubiertos	  por	   una	   membrana	   ependimaria	  unida	   a	   los	   márgenes	   dorsales	   de	   los	   hemisferios	   y	   teniendo	   una	   zona	  ventricular	  localizada	  medialmente.	  	  
Bulbos	  olfativos	  Los	   bulbos	   olfativos	   son	   unas	   protrusiones	   pares	   dorsoventrales	   adyacentes	   al	   telencéfalo	   y	   están	   interconectados	   con	   éste	   por	   dos	   tractos	   que	   llevan	  fibras	   olfativas	   secundarias:	   el	   tracto	   olfativo	   lateral	   y	   el	   tracto	   olfativo	   medial.	   El	   tracto	   olfativo	   lateral	   entra	   en	   la	   zona	   dorsal	   del	   telencéfalo	   más	  rostral	   mientras	   el	   tracto	   olfativo	   medial	   entra	   dentro	   del	   área	   ventral	   del	  telencéfalo.	  Cada	  bulbo	  olfativo	  está	  formado	  por	  4	  capas,	  organizadas	  más	  o	  menos	  concéntricamente	  (Fuller	  y	  Byrd.	  2005),	  y	  que,	  desde	  la	  periferia	  hacia	  el	  interior,	  son:	  la	  capa	  de	  las	  fibras	  olfativas	  primarias	  (presente	  solo	  en	  los	  bulbos	   olfativos	   rostroventrales),	   la	   capa	   glomerular,	   la	   capa	   de	   células	  
Fig.	   6.	   	   Esquema	   de	   dos	   modelos	   de	   formación del telencéfalo; el de	  evaginación	   (mayoría	   de	   vertebrados y	  eversión	    (Actinopterigios)	    (imagen	  tomada	  de	  Wullimann,	  2009).	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   (incluye	   las	   células	   mitrales,	   cuyos	   axones	   forman	   los	   tractos	  olfativos	  lateral	  y	  medial),	  y	  una	  capa	  de	  células	  internas.	  
Área	  ventral	  telencefálica	  Según	  su	  ubicación	  respecto	  al	  ventrículo,	   en	  el	  área	  ventral	   telencefálica	   se	  pueden	   distinguir	   varios	   núcleos:	   aquellos	   localizados	   periventricularmente	  (núcleo	  dorsal,	  núcleo	  ventral,	  núcleo	  supracomisural	  y	  núcleo	  postcomisural)	  y	   una	   serie	   de	   núcleos	   migrados	   en	   distinto	   grado	   (núcleo	   central,	   núcleo	  lateral,	  y	  núcleos	  entopedunculares	  dorsal	  y	  ventral).	  	  Los	   núcleos	   dorsal	   y	   ventral	   están	   situados	   rostralmente	   respecto	   a	   la	  comisura	   anterior,	   siendo	   el	   núcleo	   dorsal	   sustituido	   caudalmente	   por	   el	  núcleo	   supracomisural,	   que	   a	   su	   vez	   es	   reemplazado	   por	   el	   núcleo	  postcomisural	   (este	   último	   ya	   en	   posición	   caudal	   respecto	   a	   la	   comisura	  anterior).	  Los	   núcleos	   migrados	   central	   y	   lateral	   se	   localizan	   en	   la	   parte	   rostral	   del	  telencéfalo	   (rostralmente	  a	   la	   comisura	  anterior).	  Mientras	  el	  núcleo	  central	  está	   localizado	   inmediatamente	   lateral	   al	   núcleo	   dorsal,	   el	   núcleo	   lateral	   ha	  migrado	   a	   las	   zonas	   más	   periféricas	   del	   telencéfalo.	   Asimismo,	   se	   puede	  apreciar	   una	   región	   de	   neuropilo	   entre	   los	   núcleos	   lateral	   y	   dorsal.	   A	   nivel	  postcomisural,	  el	  núcleo	  lateral	  del	  área	  ventral	  es	  reemplazado	  por	  el	  núcleo	  entopeduncular	  (en	  el	  cual	  se	  pueden	  distinguir	  dos	  porciones:	  una	  dorsal	  y	  otra	   ventral).	   Mientras	   que	   las	   células	   entopedunculares	   más	   rostrales	  desaparecen,	  las	  de	  la	  región	  ventral	  están	  localizadas	  alrededor	  del	  fascículo	  telencefálico	   lateral,	   extendiéndose	   dentro	   de	   la	   región	   preóptica.	   El	   núcleo	  entopeduncular	   dorsal	   puede	   corresponderse	   con	   el	   núcleo	   intermedio	   del	  área	  ventral	  telencefálica	  de	  otras	  especies.	  
Área	  dorsal	  telencefálica	  En	   peces	   actinopterigios,	   la	   región	   palial	   se	   desarrolla	   por	   un	   proceso	   de	  eversión,	   quedando	   así	   el	   epéndimo	   del	   ventrículo	   medial	   impar	   situado	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  al	  núcleo	  dorsal	  del	  área	  ventral	  telencefalica	  en	  la	  	  zona	  medial	  del	   área	   dorsal	   telencefálica	   y	   alcanzando	   la	   periferia	   del	   telencéfalo.	   La	  mayor	  parte	  del	  área	  dorsal	  está	  cubierta	  por	  una	  delgada	  tela	  coroidea,	  que	  rodea	   a	   los	   ventrículos	   telencefálicos.	   A	   través	   de	   la	   mayor	   parte	   de	   la	  extensión	  rostrocaudal	  del	  área	  dorsal	  se	  distinguen	  cuatro	  masas	  de	  células:	  la	  zona	  medial	  (Dm),	  dorsal	  (Dd),	  lateral	  (Dl)	  y	  posterior	  (Dp),	  alrededor	  de	  la	  zona	   central	   (Dc).	   El	   surco	   ipsiloniforme	   separa	   la	   zona	   dorsal	   de	   la	   zona	  medial.	   En	   la	   zona	   más	   rostral,	   así	   como	   en	   las	   partes	   más	   caudales	   del	  telencéfalo	   del	   pez	   cebra,	   las	   zonas	   mediales	   y	   laterales	   del	   área	   dorsal	   se	  funden	   sin	   un	   límite	   aparente.	   Asimismo,	   Dc,	   identificada	   inicialmente	   por	  Wullimann	  y	  col.	  (1996)	  como	  una	  zona	  del	  palio	  del	  pez	  cebra,	  no	  ha	  podido	  ser	   reconocida	  en	  esta	  especie	   inmunohistoquímicamente	  (empleando	  como	  marcador	   la	   parvalbúmina)	   ni	   enzimohistoquímicamente	   (Mueller	   y	   col.,	  2011).	  	  
Tractos	  telencefálicos	  y	  comisuras	  La	   comisura	   anterior	   está	   dividida	   en	   una	   parte	   dorsal,	   que	   discurre	  inmediatamente	   ventral	   al	   núcleo	   supracomisural	   del	   área	   ventral	  telencefálica,	   y	   una	   parte	   ventral,	   la	   cual	   se	   apoya	   en	   la	   región	   preóptica	  dorsal	   más	   rostral.	   En	   el	   telencéfalo	   precomisural,	   diversos	   fascículos	  convergen	   rostrocaudalmente	   y	   finalmente	   se	  unen	  para	   formar	   el	   fascículo	  telencefálico	   lateral.	   Éste	   es	   un	   tracto	   compacto	   localizado	   lateralmente	   al	  fascículo	   telencefálico	   medial,	   extendiéndose	   ambos	   tractos	   dentro	   del	  diencéfalo.	   El	   tracto	   olfativo	   medial	   entra	   ventralmente	   en	   el	   área	  telencefálica	  ventral	  y	  cursa	  caudalmente,	   lateral	  al	  núcleo	  ventral	  a	  nivel	  de	  la	   comisura	   anterior.	   El	   tracto	   olfativo	   lateral	   entra	   en	   el	   área	   dorsal	  telencefálica	  más	  rostral	  y	  discurre	   	   lateralmente	  al	  borde	  ventral	  de	  la	  zona	  posterior	  del	  área	  dorsal	  telencefálica.	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2.2.2	  Diencéfalo	  (incluyendo	  sinencéfalo	  y	  pretecho)	  En	   el	   diencéfalo	   de	   peces	   teleósteos	   se	   pueden	   reconocer	   5	   divisiones,	   siendo	  éstas:	  epitálamo,	  tálamo	  dorsal,	  tálamo	  ventral,	  tubérculo	  posterior	  e	  hipotálamo.	  El	  área	  preóptica,	  aunque	  a	  menudo	  considerada	  parte	  del	  hipotálamo,	  constituye	  una	  región	  intermedia	  entre	  el	  telencéfalo	  y	  el	  diencéfalo.	  El	  sinencéfalo	  (región	  intermedia	   entre	   el	   diencéfalo	   dorsal	   y	   el	   mesencéfalo)	   así	   como	   el	   pretecho	  serán	  tratados	  en	  este	  apartado	  debido	  a	  su	  íntima	  relación	  con	  el	  diencéfalo.	  
Área	  preóptica	  En	   el	   área	   preóptica	   de	   teleósteos	   se	   pueden	   distinguir	   una	   serie	   de	   núcleos	  localizados	  en	  las	  proximidades	  del	  receso	  preóptico	  del	  tercer	  ventrículo:	  núcleo	  preóptico	   parvocelular	   (más	   ventral),	   núcleo	   preóptico	   magnocelular	   (más	  dorsal)	  y	  núcleo	  supraquiasmático.	  El	  núcleo	  preóptico	  parvocelular	  anterior	  se	  extiende	   rostralmente	   hasta	   situarse	   en	   la	   parte	   ventral	   del	   telencéfalo	   caudal.	  Éste	   es	   reemplazado	   más	   caudalmente	   (a	   nivel	   diencefálico)	   por	   el	   núcleo	  preóptico	   parvocelular	   posterior	   el	   núcleo	   supraquiasmático	   está	   situado	  ventrolateralmente	   al	   núcleo	   preóptico	   parvocelular	   posterior.	   Dorsalmente	   al	  núcleo	   preóptico	   parvocelular	   posterior	   se	   sitúa	   el	   núcleo	   preóptico	  magnocelular,	   el	   cual	   en	   su	   zona	   caudal	   tiene	   células	   preópticas	  magnocelulares.La	   parte	   parvocelular	   del	   núcleo	   preóptico	   magnocelular	   tal	   y	  como	  se	  describe	  en	  la	  carpa	  dorada	  (Braford	  y	  Northcutt,	  1983),	  no	  es	  evidente	  en	  el	  pez	  cebra.	  
Epitálamo	  En	  el	  epitálamo	  se	  encuentran	  el	  núcleo	  de	  la	  habénula,	  el	  cual	  está	  formado	  por	  el	   núcleo	   de	   la	   habénula	   dorsal	   y	   el	   núcleo	   de	   la	   habénula	   ventral,	   	   dos	  engrosamientos	  dorsales	  que	  se	  corresponden	  con	  la	  epífisis	  (órgano	  pineal)	  y	  el	  saco	   dorsal.	   Este	   último	   está	   formado	   por	   una	   tela	   coroidea,	   mientras	   que	   el	  órgano	  pineal,	  es	  un	  órgano	  endocrino	  y	  sensible	  a	  la	  luz.	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Tálamo	  dorsal	  El	   tálamo	  dorsal	  emerge	  por	  debajo	  de	   la	  parte	  caudal	  del	  núcleo	  habenular	  ventral	   y	   consiste	   en	   un	   núcleo	   anterior	   y	   dos	   núcleos	   situados	   más	  caudalmente,	   el	   núcleo	   talámico	   posterior	   dorsal	   y	   el	   núcleo	   talámico	  posterior	  central.	  
Tálamo	  ventral	  El	   tálamo	  ventral	   se	   localiza	   ventralmente	   al	   tálamo	  dorsal.	   La	  parte	   rostral	  del	   tálamo	   ventral	   se	   dispone	   justo	   debajo	   de	   la	   porción	   rostral	   del	   núcleo	  habenular	   ventral,	   alcanzando	   zonas	  más	   rostrales	   que	   el	   tálamo	   dorsal.	   El	  tálamo	   ventral	   está	   formado	   por	   un	   núcleo	   intermedio,	   un	   núcleo	  ventromedial	   y	   un	   núcleo	   ventrolateral.	   El	   núcleo	   rostrolateral	   de	   Butler	   y	  Saidel	  (1991)	  está	  también	  presente	  en	  el	  pez	  cebra;	  éste	  está	  localizado	  algo	  lateral	  al	  núcleo	  talámico	  ventrolateral	  y	  es	  probable	  que	  pertenezca	  a	  estos	  núcleos.	  Sin	  embargo	  Anken	  y	  Rahmann	  (1995)	  lo	  identifican	  como	  parte	  del	  complejo	  enteropeduncular.	  
Tubérculo	  posterior	  El	  tubérculo	  posterior	  de	  teleósteos	  es	  una	  estructura	  situada	  en	  la	  transición	  entre	  el	  diencéfalo	  y	  el	  mensencéfalo	  (Folgueira	  y	  col.	  2005),	  y	  al	  igual	  que	  en	  otros	  teleósteos,	  en	  el	  pez	  cebra	  el	  tubérculo	  posterior	  es	  mucho	  más	  grande	  que	   el	   talámo	   dorsal	   y	   ventral.	   En	   su	   porción	   periventricular	   se	   pueden	  distinguir	  dos	  núcleos:	   el	  núcleo	  periventricular	  del	   tubérculo	  posterior	  y	  el	  núcleo	  tuberal	  posterior,	   localizados	  entre	  el	   tálamo	  ventral	  y	  el	  hipotálamo.	  Los	   núcleos	   preglomerulares,	   caudal,	   lateral	   y	   anterior	   constituyen	   los	  núcleos	  migrados	   del	   tubérculo	   posterior.El	   núcleo	   gustatorio	   terciario	   está	  localizado	   ventralmente	   al	   núcleo	   preglomerular,	   habiendo	   sido	  malinterpretado	   como	   el	   núcleo	   glomeruloso	   visual	   de	   otros	   teleósteos.	  Ventrolateral	   al	   núcleo	   preglomerular	   discurre	   el	   cuerpo	  mamilar,	   que	   está	  también	   incluido	   en	   el	   tubérculo	   posterior.	   Asi	  mismo	   se	   pueden	   distinguir	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  núcleos	  adicionales	  formando	  parte	  del	  	  tubérculo	  posterior:	  el	  núcleo	  talámico	  posterior,	  el	  núcleo	  subglomerular	  y	  el	  toro	  lateral.	  
Hipotálamo	  Al	   igual	   que	   en	   otros	   teleósteos,	   el	   hipotálamo	   del	   pez	   cebra	   es	   un	   área	  diencéfalica	  que	  incluye:	  una	  zona	  dorsal,	  una	  zona	  ventral	  y	  una	  zona	  caudal.	  Mientras	  que	  las	  partes	  ventral	  y	  caudal	  constituyen	  la	  porción	  tuberal	  medial	  del	   hipotálamo,	   la	   zona	   dorsal	   se	   encuentra	   adicionalmente	   expandida	  lateralmente	  para	  formar	  unos	  lóbulos	  pares,	  los	  lóbulos	  hipotalámicos.	  Estos	  están	  separados	  del	  hipotálamo	  tuberal	  por	  un	  profundo	  surco	  ventral.	  Estas	  tres	   zonas	   hipotalámicas	   contienen	   masas	   celulares	   periventriculares,	  flanqueadas	   lateramente	   por	   elos	   núcleos	   migrados.	   La	   zona	   hipotalámica	  ventral	   con	   el	   núcleo	   periventricular	   se	   extiende	   rostralmente	   hacia	   zonas	  más	  alejadas.	  	  El	   núcleo	   anterior	   tuberal	   y	   el	   núcleo	   hipotalámico	   lateral	   se	   disponen	  lateralmente	   a	   éste.	  Más	   caudalmente,	   la	   zona	   hipotalámica,	   sale	   y	   forma	   el	  receso	   ventricular	   laterocaudal	   alrededor	   de	   la	   masa	   de	   células	  periventriculares.	   Probablemente	   migran	   desde	   masas	   celulares	  periventriculares	   que	   son	   células	   pequeñas	   del	   núcleo	   difuso	   y	   largas	   del	  núcleo	  central	  del	  lóbulo	  inferior.	  La	  protusion	  caudal	  del	  lóbulo	  inferior	  se	  dispone	  ventralmente	  	  al	  tegmento	  e	  incluye	   en	   su	   zona	   dorsomedial	   al	   cuerpo	   mamilar.	   La	   zona	   hipotálamica	  caudal	  comienza	  más	  rostral	  que	  el	  núcleo	  periventricular,	  localizándose	  éste	  ventralmente	   con	   respecto	   núcleo	   posterior	   tuberal	   del	   tubérculo	   posterior.	  Más	   caudalmente,	   el	   hipotálamo	   caudal	   consiste	   en	   un	   receso	   posterior	  ventricular	   rodeados	  por	   el	   núcleo	  periventricular.	  Asociada	   ventralmente	   a	  las	  zonas	  caudal	  y	  ventral	  hipotalámicas	  se	  encuentra	  la	  pituitaria.	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Sinencéfalo	  El	  sinencéfalo	   incluye	  a	  una	  serie	  de	  estructuras	  situadas	  entre	  el	  diencéfalo	  dorsal	  y	  el	  mesencéfalo.	  Estas	  estructuras	  se	  localizan	  en	  la	  proximidad	  de	  la	  comisura	   posterior	   e	   incluyen	   el	   núcleo	   del	   fascículo	   longitudinal	  medial,	   el	  pretecho	   periventricular,	   el	   núcleo	   paracomisural	   y	   el	   órgano	   subcomisural.	  En	  en	  modelo	  neuroanatómico	  de	  Puelles	  y	  Rubenstein	  (1993),	  el	  sinencéfalo	  está	   en	   el	   prosómero	   más	   caudal	   y	   origina	   todas	   las	   salidas	   del	   núcleo	  pretectal.	  
Pretecho	  El	   pretecho	   es	   una	   de	   las	   regiones	  más	   variables	   del	   cerebro	   de	   teleósteos	  (Northcutt	  y	  Wullimann,	  1988;	  Wullimann	  y	  Meyer,	  1990;	  Butler	  y	  col.,	  1991;	  Wullimann	   y	   col.,	   1991b).	   Se	   divide	   en	   pretecho	   periventricular,	   pretecho	  central	  y	  pretecho	  superficial	   (Braford	  y	  Northcutt,	  1983).	  La	  morfología	  del	  núcleo	  pretectal	  superficial	  y	  central	  en	  el	  pez	  cebra	  representa	  claramente	  la	  organización	   pretectal	   de	   los	   teleósteos,	   en	   el	   cual	   tanto	   el	   núcleo	   cortical	  como	  el	  núcleo	  glomerular	  no	  están	  presentes.	  El	  pretecho	  superficial	  incluye	  los	  núcleos	  parvocelular	  y	  magnocelular.	  El	  núcleo	  magnocelular	  se	  continúa	  caudalmente	   con	   el	   núcleo	   pretectal	   posterior,	   cuyas	   células	   están	   menos	  organizadas	   alrededor	   del	   neuropilo	   central	   comparado	   con	   el	   núcleo	  pretectal	   superficial	   magnocelular.	   El	   núcleo	   central	   pretectal	   se	   dispone	  dorsalmente	  al	  núcleo	  magnocelular	  y	  al	  núcleo	  pretectal	  posterior.	  El	  núcleo	  pretectal	   accesorio	   está	   situado	   dorsolateral	   al	   núcleo	   pretectal	   posterior.	  Dentro	   del	   pretecho	   se	   pueden	  distinguir	   dos	   núcleos	   adicionales:	   el	   núcleo	  óptico	   accesorio	   dorsal,	   situado	   ventralmente	   al	   núcleo	   magnocelular	   y	   al	  núcleo	   pretectal	   posterior,	   y	   el	   núcleo	   óptico	   accesorio	   ventral	   ubicado	  más	  ventromedialmente.	   En	   comparación	   con	   otros	   ciprínidos,	   el	   núcleo	   óptico	  accesorio	  ventral	  	  del	  pez	  cebra	  es	  más	  largo.	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Tractos	  diencefálicos	  y	  comisuras	  En	   el	   telencéfalo,	   los	   fascículos	   telencefálicos,	   lateral	   y	  medial	   se	   extienden	  como	   tractos	   distintos	   dentro	   del	   diencéfalo,	   el	   lateral	   es	   dorsal	   al	   área	  preglomerular	  y	  el	  medial	  se	  aproxima	  al	  núcleo	  tuberal	  posterior.	  En	   la	   región	   ventral	   del	   área	   preóptica	   anterior,	   los	   nervios	   ópticos	   se	  entrecruzan	   (quiasma	   óptico)	   y	   alcanzan	   el	   lado	   contralateral	   del	   encéfalo.	  Más	   allá	   del	   quiasma,	   las	   fibras	   ópticas,	   en	   su	   conjunto	   son	   denominadas	  tracto	   óptico,	   el	   cual	   está	   formado	   por	   el	   tracto	   óptico	   dorsomedial	   y	  ventrolateral.	   El	   dorsomedial	   corre	  dorsalmente	   a	   lo	   largo	  de	   la	   cara	   lateral	  del	  preóptico	  posterior	  y	  la	  región	  talámica	  hacia	  el	  techo	  óptico,	  mientras	  el	  tracto	  óptico	  ventral	  cursa	  caudalmente	  a	  lo	  largo	  del	  cuerpo	  ventral	  del	  techo	  óptico.	  El	  tracto	  pretecto-­‐mamilar	  se	  origina	  en	  el	  núcleo	  pretectal	  superficial	  magnocelular	  y	  se	  extiende	  hasta	  el	  núcleo	  prectectal	  posterior	  para	  terminar	  en	   el	   cuerpo	  mamilar.	   El	   núcleo	   habenular	   proyecta	   vía	   fascículo	   retroflexo	  hacia	  el	  núcleo	  interpeduncular	  (Villani	  y	  col.,	  1994)	  y	  la	  comisura	  habenular	  discurre	  entre	   los	  dos	  núcleos	  habenulares	  dorsales.	   Inmediatamente	  caudal	  al	  quiasma	  óptico	  se	  encuentra	  la	  comisura	  postóptica,	  la	  comisura	  menor	  y	  la	  transversal	   están	   incluidas	   en	   la	   comisura	   postóptica.	   Ventral	   a	   la	   comisura	  postóptica,	   la	   comisura	   horizontal	   entra	   dentro	   de	   la	   zona	   hipotalámica	  ventral.	  Los	  	  tractos	  que	  forman	  la	  comisura	  horizontal	  se	  sitúan	  caudalmente	  de	   lado	   a	   lado	   del	   encéfalo	   y	   ventrales	   al	   área	   preglomerular.	   Una	   tercera	  comisura	   está	   situada	   caudalmente	   al	   núcleo	   tuberal	   posterior	   (Herrick,	  1948),	  esta	  es	  la	  comisura	  del	  tubérculo	  posterior.	  La	  comisura	  posterior	  está	  localizada	  en	  la	  región	  mencionada	  anteriormente	  como	  sinencéfalo.	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2.2.3	  Mesencéfalo	  	  El	   mesencéfalo	   se	   encuentra	   situado	   caudalmente	   al	   pretecho	   y	   tubérculo	  posterior.	   Está	   formado	   por	   el	   techo	   óptico,	   a	   nivel	   dorsal,	   y	   el	   tegmento	  mesencefálico	  que,	  junto	  con	  el	  toro	  semicircular,	  se	  disponen	  ventralmente.	  
Techo	  óptico	  El	   techo	   óptico	   es	   la	   estructura	   en	   capas	  más	   compleja	   del	   cerebro	   del	   pez	  cebra.	   Está	   consituido	   por	   dos	   masas	   ovoideas	   (denominadas	   hemitechos),	  que	   cubren	   dorsalmente	   al	   ventrículo,	   unidas	  medialmente	   por	  medio	   de	   la	  comisura	   intertectal.	  En	  el	   techo	  óptico	  se	  pueden	  distinguir,	  5	  estratos,	  que	  desde	   el	   interior	   al	   exterior	   son:	   el	   estrato	   periventricular,	   el	   estrato	   album	  central,	  el	  estracto	  de	  la	  capa	  granular,	  el	  estrato	  óptico	  y	  el	  estrato	  marginal	  (Castro	   y	   col.,	   2006).	   Estas	   pueden	   ser	   subdividas	   en	   15	   capas	   (Northcutt,	  1983).	  A	  diferencia	  del	  resto	  de	  vertebrados	  la	  capa	  tectal	  más	  superficial	  de	  teleósteos	  no	  está	   formada	  por	   fibras	   retinales.	  El	  estrato	  marginal	   contiene	  los	   axones	   de	   neuronas	   localizadas	   en	   el	   toro	   longitudinal.La	   comisura	  intertectal	  corre	  entre	  los	  hemisferios	  tectales.	  
Tegmento	  El	   mesencéfalo	   ventral	   se	   encuentra	   separado	   del	   techo	   (óptico)	   por	   el	  ventrículo	   formando	   el	   tegmento	   mesencefálico,	   el	   cual	   tiene	   un	   papel	  importante	  en	  el	  funcionamiento	  motor.	  El	   tegmento	   limita	   rostralmente	   con	   el	   sinencéfalo,	   el	   tálamo	   dorsal	   y	   el	  tubérculo	   posterior,	   ventralmente	   con	   el	   hipotálamo	   y	   caudalmente	   el	  tegmento	  se	  continúa	  con	  la	  médula	  oblongada.	  El	   tegmento	   incluye	   	   algunas	   estructuras	   motoras	   como	   los	   núcleos	  oculomotor,	   y	   	   troclear,	   el	   núcleo	   Edinger-­‐Westphal,	   el	   núcleo	   rojo	   (nucleus	  
ruber)	  y	  la	  porción	  más	  rostral	  de	  la	  formación	  reticular	  superior.	  	  También	  	  forman	  parte	  del	  tegmento	  mesencefálico	  de	  peces	  de	  teleósteos	  los	  núcleos	   tegmental	   rostral	   y	   dorsal,	   el	   núcleo	   perilemniscal,	   el	   núcleo	   del	  
Introducción 23 lemnisco	  lateral	  y	  el	  núcleo	  interpeduncular	  (que	  junto	  con	  el	  núcleo	  troclear	  son	  considerados	  los	  núcleos	  tegmentales	  más	  caudales).	  En	  ciprínidos,	  existe	  una	  proyección	  hacia	  el	  techo	  óptico	  originada	  en	  el	  núcleo	  tegmental	  rostral.	  Por	  su	  parte,	  el	  núcleo	  del	  lemnisco	  lateral,	  definido	  de	  acuerdo	  con	  Prasada	  y	  col.	  (1987),	  proyecta	  hacia	  la	  médula	  espinal	  en	  la	  carpa	  dorada,	  así	  como	  en	  el	  pez	  cebra	  (Becker	  y	  col.,	  1995).	  
Toro	  semicircular	  El	   toro	   semicircular	   es	   una	   estructura	   sensorial	   localizada	   en	   el	   tegmento	  mesencefálico	  dorsolateral,	  protruyendo	  en	  el	  ventrículo	  tectal.	  Constituye	  la	  diana	  del	  sistema	  octavolateral	  ascendente,	  siendo	  considerado	  homólogo	  del	  colículo	  inferior	  de	  mamíferos.	  En	  el	  toro	  semicircular	  de	  ciprínidos	  se	  puede	  diferenciar	   claramente	   un	   núcleo	   central,	   relacionado	   con	   la	   audición,	   y	   un	  núcleo	   ventrolateral,	   relacionado	   con	   la	   mecanorrecepción	   (Echteler,	   1984;	  McCormick	  y	  Hernandez,	  1996)	  
2.2.4	  Rombencéfalo	  	  El	   rombencéfalo	   está	   dividido	   en	   metencéfalo	   en	   su	   parte	   rostral,	   y	   en	  mielencéfalo,	   en	   su	   parte	   caudal,	   lo	   que	   viene	   correspondiéndose	   con	   el	  cerebelo	  y	  el	  	  bulbo	  raquídeo,	  respectivamente.	  
Cerebelo	  Como	  en	  todos	  los	  teleósteos,	  el	  cerebelo	  del	  pez	  cebra	  consta	  de	  tres	  partes,	  el	   lóbulo	  vestíbulolateral	   (que	   incluye	  el	   lóbulo	  medial,	   el	   lóbulo	   caudal	  y	   la	  eminencia	  granular),	  el	   cuerpo	  cerebelar	  y	   la	  valvula	  cerebelar	   (Miyamura	  y	  Nakayasu,	   2001;	  Wullimann	  y	   col.,	   1996),	   la	   cual	   tiene	  dos	   subdivisiones,	   la	  medial	   y	   la	   lateral.	   En	   el	   cerebelo	   de	   teleósteos,	   se	   pueden	   distinguir	  diferentes	   tipos	   de	   células,	   las	   cuales	   se	   pueden	   clasificar	   en	   dos	   grupos	   en	  base	   a	   su	   función	   excitatoria	   o	   inhibidora	   (Butler	   y	   Hodos,	   1996;	   Altman	   y	  Bayer,	   1997).	   Las	   células	   granulares	   y	   las	   eurodendroides	   tienen	   función	  excitatoria,	   mientras	   que	   las	   células	   de	   Purkinje	   e	   interneuronas	   como	   las	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  de	  Golgi	  son	  inhibidoras.	  La	  comisura	  cerebelar	  está	  localizada	  dentro	  del	  cuerpo	  ventral	  entre	  la	  válvula	  y	  el	  cuerpo	  cerebelar.	  Aunque	  la	  válvula	  se	  extiende	  hacia	  el	  ventrículo	  tectal,	  su	  histología	  (presenta	  la	  capa	  granular,	  la	  capa	  molecular	   y	   la	   capa	   de	   las	   células	   de	   Purkinje)	   y	   el	   hecho	   de	   que	   este	  unida	  caudalmente	  a	  la	  parte	  rostral	  de	  la	  médula	  oblongada,	  no	  deja	  lugar	  a	  dudas	  de	  que	  forma	  parte	  del	  cerebelo.	  Mientras	  el	  lóbulo	  vestibulolateral	  y	  el	  cuerpo	  cerebelar	  tienen	  homólogos	  	  en	  otros	  vertebrados,	  la	  válvula	  cerebelar	  solo	   esta	   presente	   en	   peces	   con	   aletas	   rayadas	   (Nieuwenhuys,	   1967;	  Wullimann	  y	  Northcutt,	  1988,	  1989).	  
Médula	  oblongada	  La	  médula	   oblongada	   contiene	   el	   núcleo	  motor	   y	   sensorial	   del	   trigémino,	   el	  núcleo	  abducens	  y	  los	  núcleos	  facial,	  octaval,	  glosofaríngeo	  y	  vagal.	  	  En	  el	  pez	  cebra	  se	  pueden	  diferenciar	  dos	  núcleos	  motores	  trigeminales,	  uno	  localizado	   dorsalmente	   al	   fascículo	   longitudinal	   lateral	   y	   otro	   situado	   en	   el	  margen	   ventrolateral	   del	   fascículo.	   Igualmente,	   se	   pueden	   reconocer	   varios	  núcleos	   trigeminales	   sensoriales:	   el	   núcleo	   trigeminal	   ístmico	   primario	  (caudal	   al	   núcleo	   gustatorio	   secundario).	   Núcleo	   de	   la	   raíz	   del	   trigémino	  (situado	  más	  caudalmente,	  en	  el	  borde	  de	   la	  raíz	  mediodorsal	  trigeminal),	  el	  núcleo	  medial	  funicular	  (emerge	  al	  final	  de	  la	  médula	  oblongada)	  y	  el	  núcleo	  mesencefálico	  del	  nervio	  del	  trigémino	  (constituido	  por	  neuronas	  piriformes	  cuyas	  fibras	  sensoriales	  se	  sitúan	  periféricamente	  en	  el	  núcleo	  trigeminal).	  El	  núcleo	  abdunces	  consta	  de	  dos	  poblaciones	  de	  motoneuronas	  separadas.	  El	  núcleo	   motor	   rostral	   y	   su	   raíz	   están	   localizados	   a	   nivel	   de	   la	   formación	  reticular	  superior,	  mientras	  que	  el	  núcleo	  motor	  caudal	  y	  su	  raíz	  están	  a	  nivel	  de	  la	  formación	  reticular	  intermedia.	  La	  raíz	  sensorial	  del	  nervio	  facial	  entra	  en	  el	  tronco	  cerebral,	  cursando	  hacia	  la	  zona	  medial	  del	  mismo,	  donde	  gira	  caudalmente	  y	  termina	  finalmente	  en	  el	  lóbulo	   facial.	  Ventral	  a	   la	   raíz	   sensorial	   facial,	   y	  dorsal	  a	   la	   comisura	  ventral	  
Introducción 25 rombencefálica	   y	   a	   la	   formación	   reticular	   intermedia,	   está	   situado	   el	   núcleo	  facial	  motor.	  Cinco	   núcleos	   sensoriales	   primarios	   reciben	   proyecciones	   desde	   el	   núcleo	  octaval:	  el	  anterior,	  el	  	  magnocelular,	  el	  descendente,	  el	  octaval	  posterior,	  y	  el	  tangencial.	  	  La	   raíz	   del	   nervio	   glosofaríngeo	   entra	   en	   el	   encéfalo,	   ventralmente	   al	   tracto	  gustatorio	   secundario.	   La	   información	   gustatoria	   es	   procesada	   en	   el	   lóbulo	  vagal,	  que	  es	  una	  estructura	  grande	  y	  	  par,	  flanqueada	  por	  el	  lóbulo	  facial.	  El	  núcleo	  comisural	  de	  Cajal	  está	  situado	  caudalmente	  al	  lóbulo	  vagal.	  Hay	  dos	  núcleos	  relacionados	  con	  los	  nervios	  de	  la	  línea	  lateral	  del	  pez	  cebra,	  el	  núcleo	  octavolateral	  medial	  que	  está	  localizado	  en	  la	  parte	  más	  rostral	  del	  tronco	   cerebral,	   arriba	   del	   núcleo	   octaval	   y	   está	   cubierto	   por	   la	   cresta	  cerebelar	  y	  el	  núcleo	  octavolateral	  caudal,	  que	  es	  más	  pequeño	  que	  el	  medial	  y	  está	  situado	  lateralmente	  al	  lóbulo	  facial	  y	  vagal.	  
Formación	  reticular	  La	   formación	   reticular	   rombencefálica	   puede	   ser	   dividida	   en	   columnas,	  medial	  y	  	  lateral	  (Nieuwenhuys	  y	  Pouwells,	  1983).	  La	  formación	  reticular	  está	  situdada	  caudalmente	  al	  núcleo	  interpeduncular,	  la	  columna	  medial	  incluye	  el	  núcleo	   del	   rafe	   superior.	   El	   núcleo	   del	   rafe	   inferior	   se	   dispone	   en	   la	   región	  ventromedial	   del	   tronco	   cerebral,	   a	   nivel	   de	   los	   lóbulos	   facial	   y	   vagal.	   La	  columna	  medial	  de	  la	  formación	  reticular	  incluye	  el	  núcleo	  reticular	  superior,	  el	  núcleo	  intermedio	  y	  el	  núcleo	  	  inferior.	  
Núcleos	  medulares	  adicionales	  En	  la	  médula	  oblongada	  de	  peces	  teleósteos	  se	  pueden	  distinguir	  además	  una	  serie	  de	  núcleos,	  tales	  como:	  gris	  central,	   locus	  coeruleus,	  núcleo	  lateral	  de	  la	  válvula,	  núcleo	  del	  istmo,	  núcleo	  gustatorio	  secundario	  y	  la	  oliva	  inferior.	  
26 Introducción El	  gris	  central	  es	  un	  núcleo	  orientado	  longitudinalmente	  y	  	  situado	  a	  lo	  largo	  de	  la	  línea	  ventral	  del	  ventrículo	  rombencefálico	  extendiéndose	  parcialmente	  dentro	  del	  mesencéfalo.	  El	  locus	  coeruleus	  consiste	  en	  unas	  cuantas	  neuronas	  de	  gran	  tamaño	  situadas	  dorsalmente	   a	   la	   formación	   reticular	   superior.	   Esta	   población	   neuronal	   se	  caracteriza	  por	  su	  naturaleza	  noradrinérgica	  	  en	  el	  pez	  cebra	  (Ma,	  1994	  a;	  b).	  El	  núcleo	  lateral	  de	  la	  válvula	  está	  formado	  por	  un	  grupo	  de	  células	  granulares	  situadas	   en	   el	   borde	   ventral	   del	   cerebelo.	   El	   núcleo	   tegmental	   dorsal	   es	   a	  veces	   considerado	   parte	   del	   núcleo	   lateral	   de	   la	   válvula,	   sin	   embargo	   sus	  células	   están	  más	  densamente	   empaquetadas	  que	   en	   el	   núcleo	  de	   la	   válvula	  lateral	  y	  se	  extienden	  rostralmente	  dentro	  del	  mesencéfalo.	  	  Dos	  núcleos	  sensoriales	  se	  aprecian	  en	  esta	  zona,	  el	  núcleo	  del	   istmo,	  el	  cúal	  es	   un	   núcleo	   ovoide	   localizado	   justo	   lateralmente	   al	   núcleo	   gustatorio	  secundario,	   	  considerado	  un	  núcleo	  visual,	  y	  el	  núcleo	  gustatorio	  secundario,	  este	   es	   un	   núcleo	   de	   gran	   tamaño	   situado	   cerca	   del	   núcleo	   del	   istmo	   y	   	   del	  núcleo	  de	  la	  valvula	  lateral	  (Castro	  y	  col.,	  2006b).	  Las	  células	  de	  Mauthner	  se	  sitúan	  en	   la	  región	  rostral	  octavolateral,	  entre	  el	  núcleo	  octaval	  anterior	  y	   la	  comisura	  ventral	  rombencefálica.	  Los	   axones	  de	  Mauthner	   están	   fuertemente	  mielinizados	   y	  descienden	   en	   el	  fascículo	  longitudinal	  medial	  hacía	  el	  interior	  de	  la	  médula	  espinal	  La	  oliva	  inferior	  es	  un	  núcleo	  grande	  de	  la	  periferia	  ventral	  del	  tronco	  cerebral	  caudal.	   En	   teleósteos	   recibe	   fibras	   del	   cerebelo	   (Finger,	   1983;	  Wullimann	   y	  Northcutt,	  1988,1989).	  
2.2.5	  Médula	  espinal	  	  La	  médula	  espinal	  está	  formada	  por,	  astas	  dorsales	  y	  ventrales	  de	  materia	  gris	  que	   	  son	  muy	  visibles	  alrededor	  del	  canal	  central.	  Los	  tractos,	  situados	  en	   la	  periferia	  de	   la	   sustancia	  blanca,	   recorren	  esta	   zona	   longitudinalmente	  y	   son	  comparados	   en	   posición	   y	   composición	   con	   los	   del	   tronco	   cerebral.	   La	  
Introducción 27 sustancia	  blanca	  de	  la	  médula	  espinal	  puede	  ser	  subdividida	  en	  dorsal,	  lateral	  y	  un	  funículo	  ventral	  como	  en	  la	  neuroanatomía	  de	  mamíferos	  (Nieuwenhuys	  y	  col.,	  1988).	  
2.2.6	  	  Tractos	  espinales/	  tronco	  cerebral	  y	  comisuras	  	  A	  nivel	  mediotectal,	  las	  fibras	  descendentes	  del	  techo	  óptico	  forman	  el	  tracto	  tecto-­‐bulbar	   que	   discurre	   ventromedialmente	   a	   lo	   largo	   de	   la	   superficie	   del	  toro	  semicircular	  y	  del	  tegmento.	  Algunas	  fibras	  del	  tracto	  tectobulbar	  cruzan	  medialmente	   la	   comisura	   ansulata,	   la	   cual	   está	   localizada	   inmediatamente	  rostral	  al	  núcleo	  interpeduncular.	  Lateral	  a	  este	  núcleo	  el	  tracto	  tecto-­‐bulbar	  continúa	  cruzándose	  caudalmente	  hacia	  dentro	  de	  la	  región	  ventromedial	  del	  tronco	  cerebral.	  El	   fascículo	   longitudinal	   medial	   (FLM)	   es	   a	   menudo	   considerado	   como	   el	  mayor	   sistema	   de	   fibras	   descendentes	   en	   el	   	   cerebro	   de	   anamniotas.	   Se	  origina	   en	   el	   núcleo	   del	   fascículo	   longitudinal	  medial	   y	   se	   extiende	   hacía	   el	  final	   de	   la	   medula	   oblongada	   (discurriendo	   inmediatamente	   ventral	   al	  ventrículo	  rombencefalico).	  Mientras	  la	  parte	  dorsal	  del	  fascículo	  longitudinal	  medial	  (incluyendo	  los	  axones	  de	  Mauthner)	  se	  	  continúa	  dentro	  de	  la	  médula	  espinal,	   la	   parte	   ventral	   del	   fascículo	   longitudinal	  medial	   está	   asociado	   con	  otro	   sistema	   de	   fibras	   en	   el	   funículo	   ventral	   antes	   de	   alcanzar	   la	   médula	  espinal.	  El	   fascículo	   longitudinal	   lateral	   (FLL)	   es	   homólogo	   al	   lemnisco	   lateral	   de	  mamíferos.	   El	   fascículo	   longitudinal	   lateral	   contiene	   fibras	   del	   sistema	  auditivo	  y	  mecanosensioral	  que	  se	  originan	  en	  núcleos	  sensoriales	  primarios	  del	   tronco	   cerebral	   y	   terminan	   en	   el	   toro	   semicircular.	   En	   regiones	   más	  caudales,	  el	  fascículo	  longitudinal	  lateral	  se	  encuentra	  situado	  dorsalmente	  a	  la	   formación	   reticular	   superior,	   adyacente	   a	   la	   comisura	   ventral	  rombencefálica.	  
28 IntroducciónEl	  tracto	  mesencefálico-­‐cerebelar	  anterior	   lleva	  aferencias	  cerebelosas	  desde	  el	   	  pretecho	  (Wullimann	  y	  Northcutt,	  1988,1989).	  Este	  tracto	  corre	  medial	  al	  fascículo	   longitudinal	   lateral,	   y	   gira	   dorsalmente	   para	   	   atravesar	   el	   núcleo	  lateral	  de	  la	  válvula.	  El	   tracto	   bulbo-­‐espinal	   emerge	   medial	   a	   la	   formación	   reticular	   intermedia	  caudal	   y	   discurre	   caudalmente,	   creciendo	   en	   tamaño,	   a	   lo	   largo	   del	  margen	  medial	  de	  la	  formación	  reticular	  inferior.	  	  	  El	   tracto	   vestíbulo-­‐espinal	   se	   forma	   a	   nivel	   rostral	   de	   la	   formación	   reticular	  inferior,	  donde	  se	  sitúa	  dorsal	  a	  la	  oliva	  inferior.	  Tanto	  el	  tracto	  bulbo	  espinal	  como	  el	  vestíbulo	  espinal	  llevan	  proyecciones	  espinales	  descendientes.	  Hay	  dos	   comisuras	  adicionales,	   la	   comisura	  del	  núcleo	  gustativo	   secundario,	  que	   discurre	   entre	   el	   núcleo	   gustatorio	   secundario,	   y	   la	   comisura	   ínfima	   de	  Haller	  localizada	  dorsalemnte	  al	  núcleo	  comisural	  de	  Cajal.	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3. SISTEMA	  OPIOIDE	  ENDÓGENO
El	  sistema	  opioide	  fue	  descubierto	  en	  1973	  (Pert	  y	  Snyder,	  1973;	  Simon	  y	  col.,	  1973;	  Terenius,	  1973),	  este	  sistema	  está	  formado	  por	  un	  conjunto	  de	  péptidos	  endógenos	   y	   sus	   correspondientes	  receptores.	   Dentro	   de	   los	  receptores	   opioides,	   hay	   tres	   tipos	  principales,	   mu	   (μ),	   delta	   (δ)	   y	  kappa	  (κ),	  (Brownstein,	  1993;	  Feng	  y	   col.,	   2012,	   Charbogne	   y	   col.,	  2014),	   estos	   tres	   receptores	  pertenecen	  a	   la	  superfamilia	  de	   las	  proteínas	   G	   acopladas	   a	   la	  membrana	   (Fig.7)	   (Evans	   y	   col.,	   1992;	   Kieffer	   y	   col.,	   1992;	   Chen	   y	  col.,	  1993;	  Yasuda	  y	  col.,	  1993).	  	  Desde	   su	   descubrimiento,	   se	   han	  ido	   clonando	   los	   genes	   que	   forman	   parte	   de	   los	   diferentes	   miembros	   de	   la	  familia	  de	  los	  receptores	  opioides	  (Porteros	  y	  col.,	  1999),	  tres	  de	  ellos	  (MOP,	  DOP	   y	   KOP)	   han	   sido	   clonados	   en	   mamíferos,	   tanto	   en	   humanos	   como	   en	  roedores	  (Evans	  y	  col.,	  1992;	  Kieffer	  y	  col.,	  1992;	  Charbogne	  y	  col.,	  2014).	  La	  clonación	  de	  los	  genes	  de	  los	  diferentes	  receptores	  opioides	  ha	  proporcionado	  una	   buena	   herramienta	   para	   identificar	   la	   distribución	   de	   sus	   ARNm	   en	   el	  cerebro	   mediante	   hibridación	   in	   situ	   (Mansour	   y	   col.,	   1993,	   1994;	   George	   y	  col.,	   1998), observándose	   que	   estos	   receptores	   están	   altamente	   distribuidos	   tanto	   en	   el	   sistema	   nervioso	   central	   como	   en	   el	   sistema	   nervioso	   periférico	  (Fukuda	  y	  col.,	  1993;	  Mrkusich	  y	  col.,	  2004).	  La	  homología	  existente	  entre	  los	  tres	   receptores	   (FIg.	   8)	   sugiere	   que	   proceden	   de	   un	   gen	   ancestral	   común	  
Fig. 7.	   Imagen	   de	   la	   estructura	   de	  proteínas	   G	   acopladas	   a	  membrana	   (las	  zonas	   malvas	   representan	   los	   7	  dominios	   transmembrana,	   las	   zonas	  anaranjadas	  representa	  a	  la	  membrana)	  
Fig.8.	   Estructura	   de	   los	   tres	   receptores	  opiodes	   Mu,	   Delta	   y	   kappa.	   Donde	   se	  puede	   apreciar	   la	   homología	   existente	  entre	   sus	   estructuras	   (imagen	   tomada	  de	  Granier	  y	  col.,	  2012).	  
30 Introducción (Rodríguez	  y	  col.,	  2000).	  La	  familia	  de	  los	  receptores	  opioides	  no	  sólo	  ha	  sido	  identificada	   en	   mamíferos,	   si	   no	   que	   también	   se	   ha	   identificado	   en	   aves,	   anfibios	   y	   peces,	   incluyendo	   un	   mixino	   sin	   mandíbula,	   Eptatretus	   stoutii,	   el	  cual	  es	  considerado	  un	  antiguo	  linaje	  que	  tiene	  un	  lugar	  clave	  en	  la	  evolución	  de	   los	  vertebrados	  (Li	  y	  col.,	  1996a,	  b).	   	   Diversos	   estudios	   sugieren	   que	  la	   familia	   de	   los	   genes	   de	   los	  receptores	   opioides	   surgió	  tempranamente	   en	   la	   evolución	   de	  los	  vertebrados	  y	  ha	  sido	  altamente	  conservada	   a	   través	   del	   tiempo	  (Barrallo	   y	   col.,	   2000;	   Darlison	   y	  col.,	  1997).	  
Los	   receptores	   opioides	   se	   han	  clasificado	   en	   base	   a	   estudios	  farmacológicos	   y	   fisiológicos,	  farmacológicamente	   los	   diferentes	  subtipos	  han	  sido	  definidos	  en	  base	  a	   su	   habilidad	   para	   unirse	   con	   sus	   respectivos	   ligandos	   (Harrison	   y	   col.,	  1998).	  Desde	  su	  descubrimiento	  estos	  receptores	  han	  sido	  el	  foco	  de	  estudios	  para	  conocer	  su	  papel	  como	  posibles	  reguladores	  de	  neurotrasnmisores	  y	  en	  adicciones	  (Peng	  y	  col.,	  2012).	  Asimismo,	  se	  sabe	  que	  los	  receptores	  opioides	  juegan	  un	  papel	  importante	  en	  el	  control	  del	  dolor	  (Pradhan	  y	  col.,	  2011;	  Lutz	  y	   Kieffer,	   2012;	   Erbs	   y	   col.,	   2012,	   2014)	   y	   en	   procesos	   homeostáticos.	   El	  receptor	   mu	   (μ)	   es	   el	   más	   conocido	   de	   todos	   los	   receptores	   opioides,	   su	  ligando	  especifico	  es	  la	  morfina,	  (Yasuda	  y	  col.,	  1993)	  y	  media	  en	  procesos	  de	  analgesia.	  Mientras	  que	  el	   receptor	  opioide	  delta	   (δ),	  DOR,	  ha	  sido	  el	  menos	  estudiado	   y	   actúa	   sobre	   el	   dolor	   crónico,	   la	   inflamación	   y	   la	   ansiedad.	   El	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  específico	  de	  DOR	  es	  la	  Met/Leu	  encefalina	  (Chadzinska	  y	  col.,	  2009),	  mientras	   que	   el	   receptor	   específico	   para	   KOR	   es	   la	   dinorfina	   (Przewlocki	   y	  Przewlocka,	   2005).	   Los	   tres	   receptores	   opioides	   actúan	   inhibendo	   actividad	  neuronal,	   así	   como	   identificando	   señales	   de	   las	   vías	   que	   controlan	   la	  psicología	   y	   el	   comportamiento	   (Pradhan	   y	   col.,	   2012).	   	   Se	   han	   realizado	  estudios	  que	  comprobaron	  que	  si	   los	  receptores	  opiodes	  son	  estimulados	  de	  manera	   intensa,	   durante	   situaciones	   de	   dolor	   permanente,	   estos	   responden	  reduciendo	  el	  dolor	  (Gaveriaux-­‐Ruff	  y	  Kieffer,	  2011).	  Cambios	  en	  la	  función	  o	  en	   el	   número	   de	   los	   receptores	   endógenos	   dentro	   del	   encéfalo,	   pueden	  provocar	  enfermedades	  neurodegenerativas	  y	  neuropsiquiatricas,	  incluyendo	  el	  parkinson,	  Huntington,	  esquizofrenia	  y	  alzheimer	  (Gulya,	  1990;	  Gabilondo	  y	  col.,	  1995;	  Smith	  y	  col.,	  1999).	  
Como	   ya	   se	   menciono	   anteriormente	   el	   sistema	   opioide,	   además	   de	   estar	  formado	   por	   estos	   tres	   receptores,	   tiene	   también	   unos	   ligandos	   endógenos	  específicos	   para	   cada	   receptor.	   Estos	   ligandos	   son	   péptidos	   endógenos,	   que	  derivan	  	  de	  cuatro	  precursores	  polipeptídicos:	  proopiomelanocortina	  (POMC),	  proencefalina	  (PENK),	  prodynorfina	  (PDYN)	  y	  pronociceptina	  (PNOC)	  (Noda	  y	  col.,	   1982;	   Gubler	   y	   col.,	   1982).	   Los	   opioides	   son	   lingandos	   endógenos	   que	  están	  presentes	   tanto	  en	  vertebrados	  como	  en	   invertebrados	  y	   la	  activación	  de	  estos	   ligandos	  está	   implicada	  en	  procesos	  de	  analgesia	  y	  recompensa	  y/o	  satisfación	   (placer).	   Se	   cree	  que	   los	   efectos	   antinociceptivos	  de	   los	  péptidos	  opioides	  tienen	  lugar	  a	  través	  de	  diferentes	  vías	  dentro	  del	  sistema	  nervioso	  central	  (Millan,	  1986).	  
Los	   receptores	   y	   sus	   péptidos	   opioides	   endógenos	   	   juegan	   un	   papel	  importante	   en	   un	   amplio	   rango	   de	   funciones	   y	   comportamientos	   como	   la	  percepción	   sensorial	   (particularmente	   la	   nocicepción),	   reforzamiento	   y	  recompensa,	   regulación	   neuroendcrina,	   control	   motor,	   aprendizaje	   y	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  (Pasternak,	  1993;	  Minami	  y	  col.,	  1995;	  George	  y	  col.,	  1998).	  A	  su	  vez	  también	  se	  ocupan	  de	  regular	  el	  estrés	  y	  alguna	  de	   las	   funciones	   fisiológicas	  periféricas	   como	   son	   la	   respiración,	   funciones	   gastrointestinales	   y	   procesos	  inmunes	  (Pradhan	  y	  col.,	  2011).	  Datos	  morfológicos	  y	   	  psicológicos	  sugieren	  que	   los	   efectos	   de	   los	   opioides	   	   endógenos	   y	   sus	   receptores	   opioides	   están	  implicados	   en	   la	   regulación	   de	   sistemas	   monoaminérgicos,	   en	   particular	   el	  serotoninérgico	   y	   el	   sistema	   monoaminérgico	   (Arvidsson	   y	   col.,	   1995).	  Algunos	   componentes	   del	   sistema	   opioide	   afectan	   a	   varios	   aspectos	   del	  sistema	   inmune	   incluyendo	   la	   producción	   de	   anticuerpos,	   respuestas	   de	  células	  T,	  actividad	  de	  células	  asesinas	  (macrófagos	  y	  granulocitos)(Sibinga	  y	  Goldstein,	   1998;	   Rouveix,	   1992;	   Alicea	   y	   col.,	   1998;	   Sharp	   y	   col.,	   2000).	  Estudios	  realizados	  en	  anfibios	  y	  peces	  muestran	  que	  el	  sistema	  opioide	  está	  implicado	  en	  la	  nocicepción	  en	  estas	  especies	  (Stevens,	  2004;	  Sneddon,	  2004).	  
La	  protección	  que	   inducen	   los	  opioides	  podría	  ser	   inhibida	  por	  antagonistas	  DOR,	   pero	   no	   con	   antagonistas	   de	  MOR	   y	   KOR.	   Esto	   sugiere	   que	   el	   sistema	  opioide	   está	   implicado	   en	   la	   neuroprotección	   de	   eventos	   de	   hipoxia	   e	  isquemia.	   Un	   aumento	   de	   la	   densidad	   de	   DOR	   en	   el	   encéfalo	   fomenta	   la	  resistencia	   para	   hacer	   frente	   a	   procesos	   de	   hipoxia/isquemia,	   esto	   implica	  una	   cercana	   participación	   de	   este	   receptor	   en	   la	   neuroprotección	   (Narita	   y	  col.,	  2006).	  Por	  tanto,	  podemos	  decir	  que	  parece	  existir	  una	  conexión	  entre	  la	  activación	  de	  DOR	  y	  la	  neuroprotección	  (Staples	  y	  col.,	  2013).	  	  Otros	  estudios	  sugieren	  los	  receptores	  opioides	  y	  sus	  ligandos	  endógenos	  participan	  también	  en	  procesos	  de	  diferenciación	  y	  proliferación	  celular	  (Cheng	  y	  col.,	  2008).	  
Se	   han	   realizado	   diferentes	   estudios	   para	   caracterizar	   el	   sistema	   opioide	  endógeno	   del	   pez	   cebra	   (Barallo	   y	   col.,	   1998,	   2000;	   González-­‐Núñez	   y	   col.,	  2003a,	  b,	  c,	  2007;	  Álvarez	  y	  col.,	  2006;	  Pinal-­‐Seoane	  y	  col.,	  2006	  Marrón	  Fdez	  de	  Velasco	  y	   col.,	   2009).	  Los	   receptores	  opioides	  endógenos	  del	  pez	   cebra	  y	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  péptidicos	   tienen	  una	  alta	  homología	  con	  humanos	   (Wang	  y	  col.,	  1994;	  Knapp	  y	  col.,	  1994;	  Simonin	  y	  col.,	  1994),	  y	  rata	  (Thompson	  y	  col.,	  1993;	   Meng	   y	   col.,	   1993;	   Abood	   y	   col.,	   1994).	   Sin	   embargo	   los	   perfiles	  farmacológicos	  de	  este	  sistema	  presentan	  ciertas	  diferencias	  funionales	  en	  el	  pez	  cebra	  comparadondolo	  con	  mamíferos	  (Raynor	  y	  col.,	  1994;	  Rodríguez	  y	  col.,	   2000;	   Gónzalez-­‐Núñez	   y	   col.,	   2006).	   Interacciones	   existentes	   entre	   los	  receptores	   pueden	   estar	   implicadas	   no	   sólo	   en	   la	   embriogénesis,	   si	   no	  también	  en	  el	  desarrollo	  del	  sistema	  nociceptivo	  de	  adultos.	  
Dentro	   del	   sistema	   opioide	   del	   pez	   cebra	   se	   han	   clonado	   cuatro	   receptores	  opioides	  endógenos:	  
• El	   receptor	   opioide	   delta,	   DOR1	   (ZfDOR1)	   (llamado	   anteriormenteZFOR1)	   (Barrallo	   y	   col.,	   1998;	   Pinal-­‐Seonane	   y	   col.,	   2006;	   MachoSanchez-­‐Simon,	   y	   Rodríguez,	   2008)	   (GenBank	   accession	   No.:NC_007130.2):	   está	   ampliamente	   distribuido	   por	   todo	   el	   sistemanervioso	  central	  del	  pez	  cebra	   (Porteros	  y	  col.,	  1999).	  Este	   receptorpresenta	   una	   alta	   similitud	   con	   el	   receptor	   opioide	   delta	   demamíferos,	   concretamente,	   un	   60	   %	   de	   homológia	   con	   dichoreceptor,	   estando	   aproximadamente	   dos	   de	   los	   tres	   residuos	   en	   losdominos	   transmembrana	   altamente	   conservados	   entre	   ellos(McFayden	   y	   col.,	   2001).	   Aun	   así	   diversos	   estudios	   realizados	   paraconocer	   los	   sitios	  de	  unión	  de	   los	   receptores	  opioides,	  demostraronque	  exisiten	  diferencias	  entre	  el	  ZfDOR1	  y	  los	  receptores	  opoides	  demamíferos,	  lo	  cual	  dificulta	  clasificar	  a	  ZfDOR1	  como	  uno	  de	  los	  tiposde	   receptores	   opioides	   clásicos	   de	   mamíferos	   (Rodríguez	   y	   col.,2000).	  Estudios	  en	  anfibios	  han	  demostrado	  que	  el	  receptor	  opioidedelta	  presenta	  una	   alta	   homología,	   un	  77%,	   con	   el	   receptor	   opioidedelta	  del	  pez	  cebra	  (Stevens,	  2004).
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• DOR2,	  ZfDOR2	  (llamado	  anteriormente	  ZFOR4)	  (Barrallo	  y	  col.,	  1998;Pinal-­‐Seoane	   y	   col.,	   2006;	   Macho	   Sanchez-­‐Simon	   y	   Rodríguez,2008)(GenBank	   accession	   No.:	   NM_212755):	  muestra	   también	   	   unaalta	  similitud	  con	  otros	  receptores	  delta.
• El	  receptor	  µ	  	  homólogo	  a	  MOR,	  ZfMOR	  (previamente	  llamado	  ZFOR2)(Barrallo	   y	   col.,	   2000;	   Macho	   Sanchez-­‐Simon	   y	   Rodríguez,	   2008)(Genbank	  accession	  No.:NM_131707).
• El	   receptor	   KOR,	   ZfKOR	   (previamente	   ZFOR3)(Álvarez	   y	   col.,	   2006;Macho	   Sanchez-­‐Simon	   y	   Rodríguez,	   2008)	   (Genbank	   accession	   No.:NM_182886):	   Este	   receptor	   presenta	   un	   70	  %	   de	   homología	   con	   elreceptor	  Kappa	  de	  mamíferos	  .
En	   general	   los	   patrones	   de	   expresión	   son	   similares,	   pero	   se	   observaron	  diferencias	  en	  cuanto	  al	  número	  de	  neuronas	  que	  expresan	  DOR1	  y	  DOR2	  en	  las	  diferentes	  regiones	  del	  encéfalo.	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Tabla	  1.	  Correspondencia	  de	  las	  diferentes	  denominaciones	  que	  han	  recibido	   los	  receptores	  opioides	  en	  el	  pez	  cebra	  (Datos	  sacados	  del	  Genbank,	  consulta	  15	  septiembre,	  2015).	  
Nombre/Gen	   Descripción	   Otros	  nombres	   Nº	  acceso	  al	  
GenBank	  
DOR1	   Receptor	  
opioide	  delta	  
1a	  
ZFO1;	  ZfDOR1,	  
oprd1	  
NC_007130.2	  
DOR2	   Receptor	  
opioide	  delta	  
1b	  
DOR2;ZfDOR2;	  
ZFOR4;	  or4	  
NM_212755	  
MOR	   Receptor	  
opioide	  Mu	  
ZFOR2;	  or2	   NM_131707	  
KOR	   Receptor	  
opioide	  
kappa1	  
ZfKOR;	  ZFOR3	   NM_182886	  
Los	   peptidos	   endógenos	   actúan	   a	   través	   de	   sus	   receptores	   específicos	   para	  inducir	  muchos	  efectos	  fisiológicos	  como	  la	  analgesia,	  depresión	  respiratoria,	  alimentación,	   la	   liberación	  de	   ciertas	  hormonas,	  mejora	  del	   humor	   (Wood	  y	  col.,	   1988).	   La	   caracterización	   de	   los	   receptores	   opioides	   en	   el	   pez	   cebra	  permite	  caracterizar,	  examinar	  sus	  ligandos	  endógenos,	  y	  realizar	  la	  clonación	  de	   los	   precursores	  de	   los	   opioides.	   Los	  péptidos	   opioides	   derivan	  de	   cuatro	  precursores	   (Gónzalez-­‐	   Núñez	   	   y	   col.,	   2003a,	   b,	   2006,	   2007;	   Bojnik	   y	   col.,	  2014):	  proencefalina,	  proopiomelanocortina,	  prodinorfina,	  	  y	  	  pronociceptina.	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   péptidos	   opioides	   son	   codificados	   por	   precursores	   que	   pueden	   ser	  clasificados	  como:	  1.	  Péptidos	  que	  están	  presentes	  tanto	  en	  el	  pez	  cebra	  como	  en	   mamíferos;	   2.	   Péptidos	   de	   pez	   cebra	   con	   homólogos	   en	   mamíferos	   y	   3.	  Nuevas	  secuencias	  de	  péptidos	  específicas	  de	  pez	  cebra.	  
3.1	  EL	  RECEPTOR	  OPIOIDE	  DELTA,	  DOR	  
El	  receptor	  opioide	  delta	  endógeno,	  DOR	  (Fig.9),	  fue	  el	  primer	  receptor	  perteneciente	  al	  grupo	  de	  los	  receptores	  opioides	  en	  ser	  clonado	  (Evans	  y	  col.,	  1992;	  Kieffer	  y	  col.,	  1992),	  seguido	  después	  de	   la	   clonación	   de	   MOR	   y	   KOR	   (Rossi	   y	   col.,	  1997).	   Para	   realizar	   la	   clonación	   original	   del	  receptor	   opioide	   delta	   usaron	   la	   línea	   celular,	  NG108-­‐15,	   realizaron	   un	   híbrido	   con	  neuroblastoma	  de	  ratón	  y	  glioma	  de	  rata,	  este	  híbrido	   expresó	   altos	   niveles	   de	   receptor	  opioide	   delta	   pero	   no	   de	   otros	   receptores	  opioides	   (Harrisson	   y	   col.,	   1998).	   La	  estructura	   del	   receptor	   opioide	   es	   GPRC	  (receptor	  de	  membrana	  acoplado	  a	  proteína	  G)	  que	  presenta	  7	  vueltas	  de	  hélice	   transmembrana	  y	  muestra	  una	  estructura	   similar	  a	   la	  del	   resto	  de	  receptores	   opioides	   incluso	   en	   regiones	   con	  baja	   secuencia	   de	   conservación	  (Granier	  y	  col.,	  2012).	  Se	  ha	  considerado	  que	  el	  ligando	  específico	  de	  DOR	  es	  la	  encefalina,	  la	  cúal	  presenta	  una	  fuerte	  interacción	  con	  el	  receptor.	  
Estudios	  sobre	  el	  receptor	  opioide	  delta,	  DOR,	  en	  humanos,	  indicaron	  que	  está	  ampliamente	   expresado	   en	   el	   sistema	  nervioso	   central,	   estando	   en	   regiones	  corticales	  y	  estructuras	  límbicas	  como	  el	  hipocampo,	  la	  amígdala	  y	  también	  en	  
Fig.	  9.	   Imagen	  de	   la	   estructura	  del	   receptor	   delta	   opoide,	  mostrando	   los	   7	   dominios	  transmebrana	  comunes	  a	  otras	  proteínas	   GPCRs	   (imagen	  tomada	   de	   Granier	   y	   col.,	  2012).	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   ganglio	   basal	   (Simonin	   y	   col.,	   1994;	   Peckys	   	   y	   Landwerhrmeyer,	   1999;	  Smith	  y	  col.,	  1999;	  Peng	  y	  col.,	  2012).	  
DOR	  es	  un	  receptor	  que	  se	  une	  a	   inhibidores	  que	  regulan	   la	   transmisión	  del	  dolor,	  debido	  a	  esto,	  en	  la	  década	  pasada	  el	  receptor	  opiode	  delta	  se	  convirtió	  en	  un	  objetivo	  bastante	  atractivo	  para	  realizar	  estudios	  sobre	  la	  reducción	  del	  dolor	  crónico	  (Pradhan	  y	  col.,	  2011;	  Gaveriaux-­‐Ruff	  y	  Kieffer,	  2011).	  Estudios	  recientes	   demostraron	   que	   la	   nocicepción	   mecánica	   es	   principalmente	  mediada	   por	  DOR	   (Milan-­‐Lobo	   y	   col.,	   2013).	   A	   su	   vez,	   DOR,	   contribuye	   a	   la	  modulación	  de	  la	  acción	  de	  neurotransmisores	  y	  péptidos	  opioides	  endógenos	  y	  quizá	  juegue	  un	  papel	  destacado	  en	  el	  reforzamiento	  opioide.	  La	  localización	  en	   sinapsis	   excitatorias	   asimétricas	   sugiere	   que	   DOR	   puede	   estar	   asociado	  específicamente	  con	  proteínas	  constituyentes	  de	  canales	  de	  iones	  o	  proteínas	  ligantes	  de	  calcio	  (Svingos	  y	  col.,	  1995).	  
El	  receptor	  delta	  opioide,	  está	  implicado	  en	  diferentes	  procesos	  entre	  los	  que	  destacan:	  
• El	   control	   de	   los	   procesos	   emocionales:	   diversos	   estudios	   genéticosrevelan	  un	  papel	  de	  DOR	  en	  procesos	  emocionales	  (Chung	  y	  Kieffer,2013).	   El	   sistema	   DOR/	   encefalinas	   controla	   los	   comportamientosrelacionados	   con	   la	   ansiedad.	  El	   receptor	  DOR	   funciona	  en	  áreas	  deansiedad	   y	   depresión	   (Filliol	   y	   col.,	   2001).	   Estudios	   farmacológicosusando	   tanto	   agonistas	   como	   antagonistas	   delta	   en	   roedoresconfirma	  la	  mediación	  de	  la	  actividad	  anxiolitica	  usando	  DOR.
• Recompensa	   y	   adicción	   (Chung	  y	  Kieffer,	   2013):	   el	   abuso	  de	  drogasactiva	  en	  el	  cerebro	  el	  sistema	  de	  recompensa	  y	  produce	  inicialmenteefectos	  de	  placer,	  satisfacción.
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• Comportamientos	  epilépticos	  (Chung	  y	  Kieffer,	  2013).
• El	  control	  motor	  (Chung	  y	  Kieffer,	  2013):	  el	   receptor	  DOR	  tiene	  unaalta	   expresión	   en	   el	   estriado.	   Y	   está	   implicado	   en	   regulación	   de	   laactividad	   motora	   y	   debido	   a	   esta	   faceta	   la	   función	   de	   DOR	   estáimplicado	   en	   desordenes	   del	   deterioro	   del	   control	   del	   movimientocomo	  en	  la	  enfermedad	  del	  Parkinson.
• En	  hipoxia/	  isquemia	  (Chung	  y	  Kieffer,	  2013;	  Chen	  y	  col.,	  2014).
• Su	  implicación	  con	  la	  memoria	  espacial	  (Robles	  y	  col.,	  2003).
• Regulación	  de	  la	  producción	  de	  neuropéptidos	  (Bao	  y	  col.,	  2003).
• Existe	   relación	   entre	   el	   receptor	   opioide	   delta	   y	   un	   descenso	   en	   lamotivación	  de	  la	  alimentación	  (Chung	  y	  col.,	  2015).
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DOR1	   1	  	  	  	  	  	  	  	  	  mepsvipgad	  ipdlysinpf	  nvtfpddvls	  fvpdgrnyte	  pnpvkspagi	  iiaisitaly	  61	  	  	  	  	  	  	  svicvvgllg	  nilvmygvvr	  ytklktatni	  yifnlalada	  latstlpfqs	  tkylmntwpf	  121	  	  	  	  	  gellckvvia	  idyynmftsi	  ftltmmsvdr	  yiavchpvra	  lefrtpikak	  iinvciwils	  181	  	  	  	  	  savgvpimim	  avtrvtnqnt	  tvcmlkfpdp	  dwywdtvtki	  cvfifafvvp	  vlviticygl	  241	  	  	  	  	  milrlksvrl	  lsgskekdrn	  mrritrmvlv	  vvaafiicwt	  pihifiivkt	  lvdinqknpf	  301	  	  	  	  	  viaswhlcia	  lgytnsslnp	  vlyafldenf	  krcfrdfclp	  frtradqsnl	  nrarnatrep	  361	  	  	  	  	  vsvcapsdtg	  kkpv	  DOR2	   1	  	  	  	  	  	  	  	  	  mepptvtvsd	  fseryplflh	  nssfleepag	  llsnwsggss	  elkavrgssa	  vaiavsital	  61	  	  	  	  	  	  	  ysvicvvglv	  gnvlvmygvv	  rytkmktatn	  iyifnlalad	  alatstlpfq	  sakylmgtwp	  121	  	  	  	  fgellckvvi	  aidyynmfts	  iftltmmsvd	  ryiavchpvr	  aldfrtpvka	  kiinicvwil	  181	  	  	  	  ssavgfpvmv	  mavtkeldsg	  kticmlkfpd	  pewywdtvtk	  icvfifafvf	  pvlvitvcyg	  241	  	  	  	  lmilrlksvr	  llsgskekdr	  nlrritrmvl	  vvvaafiicw	  tpihifiivk	  tvveidqknl	  301	  	  	  	  lvvacwhlci	  algymnssln	  pvlyaflden	  fkrcfrefcl	  pfrtrieqns	  fskarsvire	  361	  	  	  	  pisvcakses	  ikqpt	  
3.2	  	  MET/LEU	  ENCEFALINA	  
Los	   péptidos	   opioides	   fueron	   aislados	   a	   partir	   de	   extractos	   del	   cerebro	   del	  cerdo	   por	   primera	   vez	   en	   1975,	   entre	   los	   primeros	   péptidos	   en	   ser	  identificados	   en	   el	   sistema	   nervioso	   central	   se	   incluyen,	   las	   encefalinas	  (Hughes	  y	  col.,	  1975),	  las	  dinorfinas	  (Goldstein	  y	  col.,	  1979)	  y	  las	  β-­‐endorfinas	  (Bradbury	   y	   col.,	   1975).	   Las	   encefalinas	   son	   los	   ligandos	   endógenos	   del	  receptor	  opioide	  delta.	  La	  proencefalina	  (Comby	  col.,	  1982;	  Noda	  y	  col.,	  1982),	  junto	   con	   la	   pro-­‐opiomelanocortina	   y	   la	   prolinorfina	   son	   las	   proteínas	  precursoras	   de	   los	   péptidos	   opioides	   endógenos.	   La	   preproencefalina	   (PPE)	  contiene	   4	   copias	   de	   Met-­‐encefalina	   	   y	   1	   copia	   de	   Leu	   encefalina	   y	   2	   C-­‐terminales	  (Proteau-­‐Gagné	  y	  col.	  2010).	  La	  presencia	  de	  las	  4	  Met-­‐encefalinas	  parece	   ser	   universal	   para	   todos	   los	   vertebrados,	   pero	   presenta	   alguna	  variación	   filogenética	   substancial	   con	   respecto	   a	   la	   	   Leu-­‐	   encefalina.	   El	  precursor	  proencefalina,	  es	  un	  gen	  que	  está	  altamente	  conservado	  en	  el	  grupo	  
Tabla	   2.	   Secuencias	   de	   aminoácidos	   correspondientes	   a	   DOR1	   y	   DOR2,	   donde se 
pueden apreciar en rojo las diferencias entre ambas (datos sacados de 
www.ncbi.nlm.nih.gov  (consulta 15 de septiembre, 2015)
Fig.	  10.	  Modelo	  esturctural	  de	  la	  Met/Leu	  encefalina	  (imagen	  tomada	  de	  Bergès	  y	  col.,	  	  2015).	   Fig.11.	  Represetación	  de	  la	  estructura	  de	  la	  Leu	  encefalina	  	  imagen	  tomada	  de	  Granier	  y	  col.,	  2012).	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  los	  vertebrados	  (Dores	  y	  col.,	  2002;	  Singh	  y	  Rai,	  2009),	  ha	  sido	  clonado	  y	  caracterizado	   en	   grupos	  de	   vertebrados	   tales	   como	  mamíferos,	   anfibios	   y	   en	  los	   peces	   pulmonados). La	   PPE	   está	   asociada	   con	   rutas	   nociceptivas	   en	   el	   encéfalo	   de	   mamíferos,	   sin	   embargo	   esta	   proteína	   no	   sólo	   se	   encuentra	   en	  zonas	   vinculadas	   con	   la	   nocicepción,	   si	   no	   que	   está	   ampliamente	   distribuida	   en	  regiones	  que	  no	  están	  vinculadas	  con	  esta	  función	  (Vecino	  y	  col.,	  1995).	  
	  Los	   genes	   que	   participan	   en	   la	   formación	   de	   los	   ligandos	   endógenos	   se	   origininan	  por	  duplicaciones	  en	  el	  antecesor	  común	  de	  tetrapados	  y	  de	  peces	  (Dores	  y	  col.,	  2002).	  En	  peces	  la	  presencia	  de	  encefalinas	  ha	  sido	  demostrada	  mediante	   HPLC	   y	   por	   radioinmunoensayo	   (King	   y	   Millar,	   1980;	   Dores	   y	   col.,	  1989,	  McDonald	  y	  Dores,	  1991;	  McDonald	  y	  col.,	  1991).	  	  
Las	   encefalinas	   son	   hormonas	   peptídicas	   producidas	   por	   el	   sistema	   endocrino,	  incluyendo	  principalmente	  a	  la	  Met-­‐encefalina	  (Fig.	  10)	  y	  a	  la	  Leu-­‐encefalina	   (Fig.	   11),	   siendo	   miembros	   de	   la	   familia	   de	   los	   neuropéptidos	  opioides.	   Estos	   son	   ligandos	   endógenos	   de	   los	   receptores	   opioides,	   concretamente	  del	  receptor	  opioide	  delta,	  y	  constituyen	  una	  parte	  importante	  del	   control	   de	   los	   mecanismos	   del	   dolor	   en	   mamíferos.	   A	   su	   vez	   participan	   también	  en	  otros	  procesos	  fisiológicos,	  como	  por	  ejemplo	  el	  sistema	  inmune	  o	  el	  neuroendocrino.	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Justificación y Objetivos  43 Estudios	  previos	  han	  revelado	  la	  amplia	  distribución	  de	  DOR	  en	  el	  cerebro	  de	  mamíferos	   y	   su	   implicación	   en	   funciones	   varias.	   En	   el	   pez	   cebra	   se	   han	  analizado	  mediante	  hibridación	   in	  situ,	   los	  patrones	  de	  expresión	  de	   los	  dos	  receptores	  opioides	  delta	  clonados	  hasta	  la	  fecha	  (Porteros	  y	  col.,	  1999;	  Pinal-­‐Seoane	   y	   col.,	   2006).	   Dado	   que	   este	   tipo	   de	   estudios	   proporciona	   escasa	  información	   sobre	   los	   procesos	   (denditras,	   axones)	   de	   las	   células	   que	  expresan	   este	   receptor,	   se	   pretende	   analizar	   y	   describir	   la	   distribución	   del	  sistema	  opioide	  delta	  1	  (DOR1)	  en	  el	  encéfalo	  del	  pez	  cebra	  adulto	  mediante	  técnicas	   inmunohistoquímicas	   y	   de	   esta	   manera	   detallar	   los	   circuitos	  neuronales	  de	  este	   sistema,	   ampliando	  el	   conocimiento	   sobre	   la	   implicación	  de	  este	  receptor	  en	  el	  sistema	  nervioso	  de	  vertebrados.	  
Así	  los	  objetivos	  planteados	  en	  este	  trabajo	  son:	  
1. Conocer	   la	   distribución	   de	   las	   poblaciones	   neuronalesinmunorreactivas	   al	   receptor	   opioide	   delta,	   (DOR1),	   en	   el	   encéfaloadulto	  del	  pez	  cebra	  (Danio	  rerio).
2. Estudiar	  la	  organización	  del	  receptor	  opioide	  delta,	  DOR1,	  dentro	  delencéfalo	  adulto	  del	  pez	  cebra	  (Danio	  rerio).
3. Establecer	  una	   conexión	  entre	   el	   receptor	  opioide	  delta,	  DOR1,	   y	   suligando	  endógeno	  Met/Leu	  encefalina	  dentro	  del	  encéfalo	  adulto	  delpez	  cebra	  (Danio	  rerio).
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1.OBTENCIÓN	  Y	  PROCESAMIENTO	  DEL	  MATERIAL	  BIOLÓGICO
Un	   total	   de	   100	   ejemplares	   adultos	   de	   pez	   cebra	   salvaje	   (Danio	   rerio,	  
Cyprinidae,	  Telesotei)	   han	   sido	   requeridos	   para	   este	   estudio.	   Los	   ejemplares	  fueron	   adquiridos	   en	   una	   tienda	   especializada	   (sita	   en	   A	   Coruña)	   y	  transportados	  posteriormente	  al	  laboratorio	  para	  su	  procesamiento.	  Una	   vez	   en	   el	   laboratorio,	   los	   ejemplares	   adultos	   de	   pez	   cebra	   fueron	  anestesiados	  por	   inmersión	  en	  metanosulfonato	  de	   tricaína	  (MS-­‐222,	  Sigma-­‐	  Aldrich,	  St	  Louis,	  MO,	  USA)	  diluido	  al	  0,02%	  en	  su	  propia	  agua	  (ajustándose	  debidamente	  a	  pH	  7),	  perfundidos	  con	  Ringer	  para	  Teleósteos	  de	  agua	  dulce	  y	  fijados	   trasncardialmente	   con	   paraformaldehido	   al	   4%	   (Merck)	   en	   tampón	  fosfato	  0,1	  M	  pH	  7,4	  (TF).	  Seguidamente	  las	  cabezas	  del	  pez	  se	  postfijaron	  por	  24	  horas	  en	  el	  mismo	   fijador	  para	  a	   continuación	  extraer	   los	   cerebros	  de	   la	  caja	  craneal.	  Tras	   su	   fijación,	   los	   encéfalos	   fueron	   lavados	   en	   TF	   durante	   24	   h	   y	  crioprotegidos	  en	  disoluciones	  crecientes	  de	  sacarosa	  (10%,	  20%	  y	  30%)	  en	  TF	  a	  4ºC.	  Posteriormente	  se	  embebieron	  en	  un	  medio	  de	  inclusión	  específico	  para	   criostato	   (Tissue-­‐Tek	   OCT	   Compound:	   Sakura	   Finetek	   Europe,	   Zuid-­‐	  Holland,	   Netherlands)	   y	   congelaron	   en	   2-­‐metilbutano	   (Sigma-­‐Aldrich)	  enfriado	  en	  nitrógeno	  líquido.	  Los	  cerebros	  fueron	  cortados	  transversalmente	  en	  un	  criostato	  HM500-­‐M	  de	  la	  casa	  Microm,	  a	  20ºC	  bajo	  cero,	  y	  las	  secciones,	  de	   12	   μm	   de	   grosor,	   recogidas	   en	   portaobjetos	   gelatinizados.	   Los	   cerebros	  incluidos	  no	  utilizados	  en	  el	  momento	  fueron	  mantenidos	  a	  -­‐20ºC.	  En	   todo	   momento	   los	   animales	   fueron	   procesados	   de	   acuerdo	   con	   el	   Real	  Decreto	  53/2013,	  de	  1	  de	  febrero,	  BOE	  núm	  34	  de	  8	  de	  febrero	  de	  2013,	  sobre	  el	  trato	  de	  animales	  utilizados	  para	  experimentación	  y	  otros	  fines	  científicos.	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2. INMUNOFLUORESCENCIA	  INDIRECTA
Previamente	   al	   desarrollo	   del	   método	   inmunohistoquímico,	   las	   secciones	  fueron	   liberadas	   del	   medio	   en	   el	   cual	   se	   embebieron	   (Tissue-­‐Tek	   OCT	  Compound);	   para	   ello	   las	   secciones	   se	   lavaron	   durante	   15-­‐20	   minutos	   con	  tampón	  fosfato	  salino	  0,01	  M	  PH	  7,4	  (TFS).	  Eliminado	  el	  medio	  de	  inclusión,	  las	  secciones	  se	  tratataron	  con	  una	  solución	  de	   borohidruro	   de	   sodio	   (NaBH4)	   0,1	   M	   en	   TFS	   durante	   30	   minutos	   a	  temperatura	   ambiente.	   Transcurrido	   este	   tiempo,	   se	   lavaron	   tres	   veces	  durante	   5	   minutos	   con	   TFS,	   más	   un	   lavado	   de	   5	   minutos	   en	   TS	   con	   0,1%	  Tritón	  X-­‐100	  (TFS-­‐T).	  A	  continuación	  se	  incubaron	  con	  suero	  normal	  de	  cabra	  (Sigma-­‐Aldrich;	   Código	   G6767)	   diluido	   1/10	   en	   TFS	   durante	   una	   hora	   a	  temperatura	  ambiente	  en	  cámara	  húmeda.	  Posteriormente	   ,	   las	   secciones	  se	  incubaron	  con	  el	  anticuerpo	  primario.	  Como	  antisuero	  primario	  fue	  usado	  el	  anti-­‐DOR1	  H-­‐60	  desarrollado	  en	  conejo	  (Santa	  Cruz	  Biotechnology	  Inc,	  Santa	  Cruz,	   CA,	   USA;	   sc-­‐9111)	   diluido	   1/500	   durante	   20	   horas	   a	   temperatura	  ambiente.	   A	   fin	   de	   detectar	   la	   expresión	   conjunta	   de	   DOR	   y	   su	   ligando	  endógeno	   (encefalina)	   se	   empleó	   la	   siguiente	   combinación	   de	   antisueros	  primarios:	   anti-­‐DOR1	   (Santa	   Cruz)	   y	   anti	   Met/Leu	   encefalina	   (anticuerpo	  primario	  desarrollado	  en	  ratón:	  Santa	  Cruz	  Biotechnology;	  sc-­‐47705)	  diluido	  1/500	   en	   TFS.	   Asimismo,	   algunas	   series	   se	   trataron	   con	   anticuerpos	   contra	  DOR1	  combinados	  con	  anticuerpos	  monoclonales	  contra	  la	  proteína	  ligante	  de	  calcio	   calretinina	   (Swant,	   Bellinzona,	   Suiza;	   código	   6B3)	   (Estudios	   previos	  demostraron	  que	   la	   calretinina	  está	  ampliamente	  distruid	  en	  el	   encéfalo	  del	  pez	   cebra	   (Castro	   y	   col.,	   2006a,	   b),	   en	   este	   trabajo	   se	   empleo	   la	   calretinina	  para	   observar	   si	   tiene	   relación	   con	   DOR1)	   diluidos	   1/500	   en	   TFS.	   A	  continuación,	   las	   secciones	   se	   lavaron	  3	   veces	   con	  TFS	   (durante	  5	  min	   cada	  lavado,	  conteniendo	  el	  tercer	  baño	  un	  0,1%	  de	  Tritón	  X-­‐100)	  y	  se	  trataron	  con	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inmunoglobulinas	   de	   cabra	   anti	   conejo	   IgG	   (H+L)	   acopladas	   a	   rhodamine	  RedTM-­‐X	   (Invitrogen,	   Molecular	   Probes,	   Eugene,	   OR;	   Cat#	   R6394)	   o	  inmunoglogulinas	   de	   cabra	   anti	   conejo	   IgG	   (H+L)	   acopladas	   a	   fluoresceína	  (Invitrogen,	  Molecular	  Probes;	  Cat#	  R6394,)	  diluidas	  1/100	  en	  TFS	  durante	  1	  hora	   a	   temperatura	   ambiente.	   Las	   series	   tratadas	   con	   la	   combinación	   de	  anticuerpos	   primarios	   anteriormente	   citada	   fueron	   incubadas	   con	   los	  siguientes	  cócteles	  de	  anticuerpos	  secundarios	  diluidos	  1/100	  en	  TFS	  durante	  1	   hora:	   a)	   caso	   de	   anti-­‐DOR1+anti	   Met/Leu	   encefalina,	   el	   cóctel	   empleado	  constrada	   de	   inmunoglobulinas	   de	   cabra	   anti	   rato	   IgG	   (H+L)	   acopladas	   a	  fluoresceína	   (Invitrogen,	   Molecular	   Probes;	   Cat#	   F2761),	   además	   de	  inmunoglobulinas	  de	  cabra	  anti	  ratón	  IgG	  (H+L)	  acopladas	  a	  rodamina	  RedTM-­‐X	   (Invitrogen,	   Molecular	   Probes)	   y	   b)	   caso	   de	   anticuerpo	   DOR1+anti-­‐calretinina,	  el	  cóctel	  utilizado	  contenía	  inmunoglobulinas	  de	  cabra	  anti	  ratón	  IgG	  (H+L)	  acopladas	  a	  rodamina	  (Invitrogen,	  Molecular	  Probes;	  Cat#F2761),	  además	   de	   inmunoglobulinas	   de	   cabra	   anti	   conejo	   IgG	   (H+L)	   acopladas	   a	  fluoresceína	   (Invitrogen,	   Molecular	   Probes)	   (las	   características	   y	   diluciones	  de	   los	   anticuerpos	   empleados	   se	   recogen	   en	   la	   tabla	   3).Posteriormente	   las	  secciones	   se	   lavaron	   3	   veces	   con	   TFS	   (durante	   5	   minutos	   cada	   lavado),	   se	  dejaron	  secar	  a	  temperatura	  ambiente	  y	  finalmente	  se	  montaron	  con	  Mowiol	  (Calbiochem,	  Darmstadt,	  Alemania).	  	  Para	  verificar	  la	  especificidad	  de	  la	  inmunorreactividad	  detectada,	  se	  llevaron	  a	  cabo	  dos	  tipos	  de	  pruebas	  control:	  a)	  omisión	  del	  antisuero	  primario,	  siendo	  sustituido	   por	   suero	   no	   inmune	   y	   desarrollo	   normal	   de	   la	   prueba	  inmunohistoquimica	   (control	   negativo),	   b)	   western-­‐blot	   (ver	   siguiente	  apartado).	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3.WESTERN	  BLOT
Para	  el	  análisis	   (e	   identificación)	  de	  este	   receptor	  mediante	  Western-­‐blot	   se	  emplearon	   extractos	   cerebrales	   de	   pez	   cebra,	  múgil	   y	   rata.	   Los	   extractos	   se	  obtuvieron	  mediante	  homogenado	  mecánico	  en	   tampón	  de	   lisis	   al	   cual	   se	   le	  añadió	  una	  mezcla	  de	  inhibidores	  de	  proteasas:	  50	  mM	  Tris	  (pH	  7,6),	  EDTA	  5	  mM,	  NaCl	  150	  mM,	  2-­‐	  mercaptoetanol	  2	  μm,	  leupeptina	  4	  mM,	  aprotinina	  0,3	  μm,	  pepstatina	  4mM	  y	  fenilmetisulfonil	  fluoruro	  (PMSF)	  0,1	  mM.	  La	   separación	   electroforética	   de	   las	   proteínas	   y	   péptidos	   se	   llevó	   a	   cabo	   en	  geles	   de	   poliacrilamida	   en	   presencia	   de	   dodecilsulfato	   sódico	   al	   10%	   (SDS-­‐PAGE;	   80x50x1	   mm)	   durante	   1,5	   horas	   con	   un	   voltaje	   constante	   de	   150	   V	  (Mini-­‐Protean	  II	  PAGE	  System,	  Bio-­‐Rad,	  Richmond,	  CA),	  aplicándose	  de	  20-­‐	  30	  μg	  de	  proteína	  por	  pocillo	   en	   tampón	  de	   carga	  4X,	   así	   como	  marcadores	  de	  peso	   molecular	   conocido	   (Spectra	   multicolor	   broad	   range	   protein	   ladder:	  Thermo	  Fisher	  Scientific,	  Waltham,	  MA;	  #26634;	  NZY	  Colour	  Protein	  Marker	  II:	   Nzytech,	   Lisboa,	   Portugal,	   código	   MB09002).	   Las	   proteínas	  electroforéticamente	   separadas	   fueron	   transferidas	   en	  un	   sistema	  Transblot	  SD	   (Bio-­‐Rad)	   a	   una	  membrana	   de	   nitrocelulosa	   de	   tamaño	   de	   poro	   0,2	   µm	  (Bio-­‐Rad)	  a	  100	  V	  durante	  1	  hora.	  	  Los	   lugares	   de	   unión	   inespecíficos	   fueron	   bloqueados	   mediante	   incubación	  durante	  toda	  la	  noche	  a	  4ºC	  con	  leche	  descremada	  en	  polvo	  al	  5%	  en	  tampón	  tris	  salino	  50	  mM	  pH	  7,5	  con	  Tween-­‐20	  al	  0,1%	  (TTS-­‐LT)	  a	  4ºC.	  La	  membrana	  se	   incubó	  durante	   20-­‐24	   horas	   a	   4ºC	   en	   una	   disolución	   1/500	  de	   antisuero	  anti-­‐DOR1	   (ver	   tabla	   3)	   en	   TTS-­‐LT;	   y	   posteriormente	   se	   trató	   con	  inmunoglobulinas	   de	   cabra	   anti-­‐conejo	  marcadas	   con	   peroxidasa	   de	   rábano	  (Sigma-­‐Aldrich,	   A9169;	   ver	   tabla	   1)	   1/5000	   en	   TTS-­‐LT,	   durante	   1,5	   h	   a	  temperatura	   ambiente.	   Entre	   cada	   uno	   de	   los	   pasos	   citados	   se	   hicieron	   3	  lavados	  de	  TTS,	  de	  5	  minutos	  cada	  uno.	  El	  revelado	  de	  la	  actividad	  peroxidasa	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se	  llevó	  a	  cabo	  mediante	  quimioluminiscencia	  (Roche,	  Basel,	  Switzerland;	  ref.	  11520709001).	  
Tabla	   3.	   Caracterización	   de	   los	   anticuerpos	   empleados	   (IFI:	   inmunofluorescencia	  indirecta;	  RRID:	  Research	  Resource	  Identification;	  WB:	  western	  blot).	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4.	  PROCESAMIENTO	  DE	  LAS	  IMÁGENESLas	   preparaciones	   obtenidas	   fueron	   fotografiadas	   con	   una	   cámara	   digital	   (Olympus	    DP71,	    Tokio,	    Japón)	    acoplada	    a	    un	    microscopio	    Nikon	    (Tokio,	  Japón)	  con	  diferentes	  filtros	  de	  fluorescencia.	  Para	  el	  ajuste	  y	  	  transformación	  de	   colores	   (transformación	   del	   color	   rojo	   al	   magenta)	   de	   las	   imágenes	   se	   utilizó	   el	   programa	   Fiji	   imagen	   j	   (Software	   de	   licencia	   pública	   general)	   y	   el	  posterior	  montaje	  de	   las	  planchas	  se	  realizó	  con	  el	  programa	  Corel	  Draw	  12	  (corel,	  Ottawa,	  Canadá).	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Resultados 55 En	  el	  presente	  trabajo	  se	  ha	  estudiado	  por	  primera	  vez	  en	  el	  cerebro	  del	  pez	  cebra	   la	   distribución	   del	   receptor	   opioide	   delta	   mediante	   técnicas	  inmunohistoquímicas.	   El	   empleo	   de	   de	   anticuerpos	   contra	   DOR1	   revela	  distintas	   poblaciones	   neuronales	   inmunorreactivas	   a	   DOR1	   (DOR1-­‐ir),	   así	  como	   numerosos	   sistemas	   de	   fibras	   (axones	   y	   otros	   procesos	   celulares)	   en	  varias	   regiones	   del	   cerebro	   del	   pez	   cebra,	   complementando	   los	   resultados	  obtenidos	   previamente	   mediante	   hibridación	   in	   situ	   por	   Porteros	   y	   col.	  (1999).	  La	  nomenclatura,	  de	  los	  diferentes	  núcleos,	  usada	  en	  este	  trabajo	  está	  basada	  en	  la	  recogida	  en	  el	  atlas	  del	  cerebro	  del	  pez	  cebra	  de	  Wullimann	  y	  col.	  (1996).	  
1. WESTERN	  BLOT
El	   análisis	   mediante	   el	   western	   blot	   	   de	   extractos	   cerebrales	   de	   pez	   cebra	  mostró	  una	  banda	  de	  aproximadamente	  60	  kDa	  (Fig.	  12.).	  Se	  empleó	  además	  extracto	   cerebral	   de	   rata,	   mostrando	   igualmente	   una	   banda	   de	  aproximadamente	  unos	  60	  kDa,	   revelando	  que	  el	   anticuerpo	  empleado	  para	  este	   estudio	   reconoce	   específicamente	   el	   receptor	   delta	   opioide;	   aunque	   si	  reconoce	  DOR1	  o	  DOR2	  no	  pudo	  ser	  determinado.	  	  	  
Fig.	  12.	  Western	  blot	  de	  extractos	  de	  cerebro	  de	  pez	  cebra	  y	  rata,	  teñidos	  con	  el	  anticuerpo	  primario	  anti-­‐DOR1	  y	  revelados	  mediante	  quimioluminiscencia.	  De	  las	  varias	  bandas	  aparecidas,	  una	  banda	  de	  aproximadamente	  unos	  60	  KDa	  parece	  corresponderse	  con	  la	  del	  receptor	  opioide	  delta	  descrita	  en	  otras	  especies	  de	  vertebrados.	  (S3:	  sobrenadante;	  P3:	  pellet).	  
Marcador Zebra S3 Zebra P3	   Zebra P3	   Rata 
63.000 75.000 
48.000 
35.000 
25.000 
20.000 
17.000 
100.000 135.000 
180.000 245.000 
[Escriba	  una
cita del
documento	  o	  
el resumen de	  
un	  punto	  
interesante.	  
Puede	  situar
el cuadro de	  
texto en
cualquier
lugar	  del	  
56 Resultados 
2. DISTRIBUCIÓN	   DEL	   RECEPTOR	   OPIOIDE	   DELTA,	   DOR,	   EN	   EL
ENCÉFALO	  DEL	  PEZ	  CEBRA	  ADULTO.
El	   receptor	   opioide	   delta	   muestra	   una	   amplia	   distribución	   en	   el	   cerebro	   del	   pez	    cebra	    adulto	    (Fig.13).	    En	    este	    sentido,	    los	    resultados	    obtenidos	    se	  describirán	   atendiendo	   a	   las	   diferentes	   subdivisiones	   del	   cerebro	   del	   pez	   cebra	  en	  las	  cuales	  ha	  sido	  observadas	  neuronas	  y	  fibras	  inmunorreactivas	  a	  DOR1	  en	  sentido	  rostro-­‐caudal.	  
Resultados 57 Fig.	   13.	   Representación	   esquemática	   de	   secciones	   transversales	   del	   encéfalo	   del	   pez	   cebra,	   mostrando	   el	   patrón	   de	   distribución	   de	   neuronas	   (círculos)	   y	   fibras	   (líneas)	   imunorreactivas	  a	  DOR1	  (Bu M).	  En	  A	  se	  representa	  el	  nivel	  de	  dichas	  secciones.	  Barras	  de	  escala:	  215	  μm	  (A); 185	  μm	  (B);	  300	  μm	  (C);	  260	  μm	  (D); 250	  (E);	  280	  μm	  (F),	  300	  μm(G); 270	  μm	  (H);	  340	  μm	  (I); 260	  μm	  (J); 235	  μm	  (K-L);	  250	  μm	  (M).	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2.1	  Roseta	  olfativa	  y	  bulbos	  olfativos	  La	   roseta	   olfativa	   de	   individuos	   juveniles	   del	   pez	   cebra	   mostró	   inmunorreactividad	    a	    DOR1	    (resultados	    no	    incluidos	    en	    este	    trabajo)	    en	  algunas	   células	   receptores	   olfativas	   y	   sus	   fibras,	   las	   cuales	   terminan	   por	   reunirse	   y	   formar	   un	   nervio	   conspicuo	   DOR1-­‐ir,	   que	   entra	   en	   los	   bulbos	  olfativos	   rostroventralmente.	   Estas	   fibras	   alcanzan	   la	   capa	   glomeurlar	   del	   bulbo	   olfativo	   dando	   lugar	   a	   finos	   y	   difusos	   plexos	   DOR1-­‐ir	   en	   los	   que	   las	  ramificaciones	  terminales	  individuales	  apenas	  se	  pueden	  apreciar.	  Los	  bulbos	  olfativos	   del	   pez	   cebra	   también	   contienen	   fibras	   arrosariadas	   DOR1-­‐ir	   distribuidas	   por	   las	   capas	   celulares	   externa	   e	   interna.	   Capas	   que	   contienen	  además	   células	   con	   una	   débil	   inmunorreactividad,	   mostrandro	   una	  apareciencia	   granular	   alrededor	   del	   núcleo.	   Hacia	   la	   superfice	   caudodorsal	  (de	   los	   bulbos	   olfatorios)	   se	   observa	   una	   acumulación	   de	   fibras	   DOR1-­‐ir,	  continuándose	  con	  un	  conspicuo	  tracto	  DOR1-­‐ir	  que	  seguía	  la	  trayectoria	  del	  tracto	  olfatorio	  lateral.	  Dado	  que	  no	  se	  han	  advertido	  células	  mitrales	  DOR1-­‐ir	  en	   los	   bulbos	   olfatorios	   del	   pez	   cebra,	   las	   fibras	   observadas	   parecen	  corresponderse	  con	  aferencias	  que	  alcanzan	  los	  bulbos	  olfatorios	  a	  través	  del	  tracto	   olfatorio	   lateral	   (Fig.	   14A,	   B).	   Los	   bulbos	   olfatorios	   de	   individuos	  juveniles	    de	    pez	    cebra,	    muestran	    una	    gran	    cantidad	    de	    fibras	    DOR1-­‐ir	  distribuidas	   tanto	   en	   la	   capas	   celulares	   externas	   como	   en	   las	   internas,	   observándose	   que	   no	   existen	   diferencias	   sustancias	   en	   la	   densidad	   de	   fibras	  entre	   las	   distrintas	   capas	   distinglibles	   en	   el	   bulbo	   olfatorio	   del	   pez	   cebra	   (resultados	  no	  incluidos	  en	  este	  trabajo).	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En la región ventrolateral de los bulbos olfatorios se puede observar un 
grupo compacto  de  fibras  Met/leu  encefalina-ir  (Fig.  14C).  Doble  
inmunofluorescencia para DOR1 y Met/Leu encefalina revela una 
coexistencia de	   receptor	  y	   ligando	  en	  está	   región	  del	  bulbo	  olfatorio	  del	  pez	  cebra,	  sin	  que	  se	  aprecie	  una	  expresión	  conjunta	  en	  los	  mismos	  procesos	  (Fig.	  14D).	  	  
62 Resultados Fig.	   14.	   Microfotografías	   de	   secciones	   transversales	   del	   bulbo	   olfativo	   del	   pez	   cebra,	  mostrando	   fibras	   inmunorreactivas	   a	   DOR1	   (A-­‐B)	   y	   Met/Leu	   encefalina	   (C)	   y	   doble	  inmunofluorescencia	  para	  DOR1	  y	  Met/Leu	  encefalina	  (D).	  A-­‐B,	  fibras	  DOR1-­‐ir	  a	  nivel	  de	   los	   glomérulos	   de	   la	   región	   dorsal	   y	   ventral	   de	   los	   bulbos	   olfatorios	   inmunorreactivos	   a	   DOR1	   (flechas).	   C,	   glomérulos	   de	   la	   región	   ventrolateral	   de	   los	  bulbos	   olfativos	   inmunorreactivos	   a	   Met/Leu	   encefalina	   (puntas	   de	   flechas).	   D,	   Inmunofluorescencia	   doble	   para	   DOR1u Met/Leu	    encefalina	   (DOR1,	   flechas;	   Met/Leu	  encefalina,	  puntas	  de	  flechas).	  Barras	  de	  escala:	  75	  μm	  (A-D).	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2.2	  Telencéfalo:	  hemisferios	  telencefálicos	  
En	   los	   hemisferios	   telencefálicos	   del	   pez	   cebra	   se	   pueden	   distinguir	   dos	  regiones	   principales:	   un	   área	   telencefálica	   dorsal	   (palio)	   y	   un	   área	  telencefálica	  ventral	  (subpalio).	  
En	   el	   área	   ventral	   telencefálica	   del	   pez	   cebra	   se	   pueden	   distinguir	   varios	  núcleos:	   dorsal	   (Vd),	   ventral	   (Vv),	   central	   (Vc),	   lateral	   (Vl),	   supracomisural	  (Vs)	  y	  posterior	  	  (Vp).	  Esta	  región	  muestra	  numerosas	  fibras	  DOR1-­‐ir,	  siendo	  especialmente	   abundantes	   en	   Vv	   y	   Vd	   (Fig.	   15).	   Muchas	   de	   estas	   fibras	  integran	  el	  tracto	  telencéfalico	  medial,	  extendiéndose	  desde	  este	  tracto	  hacia	  áreas	  laterales	  y	  Vv.	  Asi	  mismo,	  se	  pueden	  observar	  células	  débilmente	  DOR1-­‐ir,	  disponiéndose	  en	  hileras	  paralelas	  al	  ventrículo	  a	  niveles	   caudales	  de	  Vv.	  Caudalmente	   a	   la	   comisura	   anterior,	   se	   aprecia	   un	   gran	   número	   de	   fibras	  DOR1-­‐ir	  discurriendo	  en	   el	   fascículo	   telencefálico	  medial	   (Fig.	   15G).	  En	   esta	  región	   se	   puede	   observar	   un	   gran	   número	   de	   fibras	   Met/Leu	   encefalina-­‐ir,	  aunque	   a	   diferencia	   de	   lo	   observado	   para	   DOR1	   no	   aparecen	   asociadas	   al	  fascículo	   longitudinal	   telencéfalico	   medial	   (Fig.	   15H),	   distribuyéndose	   por	  regiones	  más	  ventrales	  y	  en	  mayor	  número	  que	  las	  fibras	  DOR1-­‐ir	  (Fig.	  15I).	  	  
El	  área	  dorsal	  telencéfalica	  del	  pez	  cebra	  puede	  subdividirse	  en	  varias	  zonas:	  medial	  (Dm),	  lateral	  (Dl),	  dorsal	  (Dd),	  central	  (Dc)	  y	  posterior	  (Dp)	  (Castro	  y	  col.	   2006	  a;	   	  Muller	   y	   col.	   2011).	  Aunque	   algunas	  de	   estas	   regiones	  parecen	  bastante	   heretogéneas	   neuroquímicamente	   (Castro	   y	   col.,	   2006),	  inmunofluorescencia	  para	  DOR1	  revela	  únicamente	   ciertas	  diferencias	  entre	  regiones	  en	  relación	  a	  la	  densidad	  de	  fibras.	  Las	  regiones	  anteriores	  de	  Dm	  y	  Dl	  muestran	  una	  escasa	  presencia	  de	  fibras	  DOR1-­‐ir.	  A	  niveles	  más	  caudales,	  la	  parte	  dorsal	  de	  Dm	  (Dm1	  de	  Castro	  y	   col.,	   2006a)	  presenta	  una	  densidad	  moderada	  de	  fibras	  DOR1-­‐ir.	  Por	  el	  contrario,	  la	  región	  central	  (Dc)	  a	  niveles	  telencefálicos	   medios	   exhibe	   numerosos	   fascículos	   DOR1-­‐ir	   (Fig.	   15E,	   F),	  
Resultados 65 extendiéndose	   en	   forma	   de	   abanico	   desde	   el	   fascículo	   telencefálico	   lateral	  hacia	   Dc	   (principalmente	   a	   niveles	   rostrales	   a	   la	   comisura	   anterior).	   En	   su	  camino	  hacia	  el	  palio,	  estros	   fascículos	  positivos	  cruzan	   la	  región	  medial	  del	  tracto	  olfatorio	  lateral.	  
En	  el	  palio	  del	  pez	   cebra	   solo	   se	  han	  observado	  algunas	   células	   tenuamente	  inmunorreactivas	  a	  DOR1	  en	  la	  porción	  periventricular	  de	  Dm	  (Fig.	  15E)	  	  
66 Resultados Fig.	   15.	  Microfotografías	   de	   secciones	   transversales	   de	   los	   hemisferios	   telencefálicos	  del	  pez	  cebra	  adulto,	  mostrando	  fibras	  inmunorreactivas	  a	  DOR1.	  A-­‐B,	  fibras	  DOR1-­‐ir	  a	  nivel	   de	   los	   glomérulos	   de	   los	   bulbos	   olfativos	   mostrando	   su	   continuación	   hacia	  regiones	  ventrales	  del	   telencéfalo	  (flechas).	  C,	   fibras	   inmunorreactivas	  a	  DOR1	  en	  Vv	  (flecha).	  D,	  fibras	  DOR1-­‐ir	  en	  Vv	  y	  Vl	  (flechas).	  E,	  fibras	  DOR1-­‐ir	  en	  Vc	  y	  Dc	  (flechas).	  F,	  fibras	   inmunorreactivas	   a	   DOR1	   en	   Vl	   y	   tracto	   olfativo	   lateral	   (flechas).	   Barras	   de	  escala:	  	  A:	  70	  μm	  (A);	  	  B:	  165	  μm	  (B);	  	  C:	  175	  μm	  (C);	  	  D:	  270	  μm	  (D);	  	  E:	  210	  μm	  (E);	  	  F:	  40	  μm	  (F).	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68 Resultados Fig.	   15	   continuación.	  Microfotografías	   de	   secciones	   transversales	   de	   los	   hemisferios	  telencefálicos	  del	  pez	  cebra	  adulto,	  mostrando	   fibras	   inmunorreactivas	  a	  DOR1	  (G)	  y	  Met/Leu	  encefalina	  (H)	  y	  doble	  inmunofluorescencia	  para	  DOR1	  y	  Met/Leu	  encefalina	  (I).	   G,	   fibras	   DOR1-­‐ir	   a	   nivel	   del	   fascículo	   telencéfalico	   medial	   (flechas).	   H,	   fibras	  inmunorreactivas	  a	  Met/Leu	  encefalina	  a	  nivel	  del	  fascículo	  telencefalico	  lateral	  (punta	  de	   flecha).	   I,	   inmunofluorescencia	   doble	   para	   DOR1	   y	   Met/Leu	   encefalina	   (DOR1,	  flechas;	  Met/Leu	  encefalina,	  puntas	  de	  flechas).	  Barras	  de	  escala:	  85	  μm	  (G-­‐I).	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2.3	  Región	  	  preóptica,	  hipotálamo	  y	  túberculo	  posterior	  
En	   la	   región	  preóptica,	   localizada	  alrededor	  del	   receso	  preóptico,	   se	  pueden	  apreciar	   un	   gran	   gran	   número	   de	   fibras	   DOR1-­‐ir.	   Estas	   se	   encuentran	  distribuidas	   por	   el	   área	   intermedia	   y	   entre	   las	   células	   de	   la	   región	  periventricular.	   Los	   fascículos	   telencefálicos	   lateral	   y	   medial	   	   también	  muestran	   ambundantes	   fibras	   DOR1	   (Fig.	   16A).	   Asimismo,	   en	   la	   parte	  anterior	   del	   núcleo	   preóptico	   parvocelular	   se	   pueden	   observar	   numerosas	  neuronas	   cuyos	   pericariones	   exhiben	   una	   débil	   inmunorreactividad	   a	  DOR1	  (Fig.	   16B).	   Este	   mismo	   núcleo	   contiene	   también	   neuronas	   positivas	   al	  pentapétido	   Met/Leu	   encefalina,	   si	   bien	   la	   inmunorreactividad	   presentada	  por	   los	   somas	   es	   más	   intensa	   que	   la	   observada	   con	   DOR1	   (Fig.	   16C).	   La	  posible	   colocalización	   de	   receptor	   y	   ligando	   fue	   estudiada	   mediante	   doble	  inmunofluorescencia,	  apreciándose	  que	  las	  inmunorreactividades	  a	  DOR1	  y	  a	  Met/Leu	   encefalina	   aparecen	   asociadas	   a	   diferentes	   células	   del	   núcleo	  preóptico	  parvocelular	  anterior	  (Fig.	  16D).	  	  
Numerosas	   células,	   intensamente	   DOR1-­‐ir	   fueron	   observadas	   en	   el	   órgano	  periventricular	   el	   cual	   incluye	   una	   porción	   rostral	   en	   	   la	   pared	   del	   tercer	  ventrículo	   (Fig.	   17A.)	   y	   poblaciones	  más	   caudales	   que	   forman	   el	   núcleo	   del	  receso	   lateral	   (Fig.	   17B).	   Por	   su	   localización,	   estas	   células	   parecen	  corresponderse	  con	  células	  tipo	  líquido	  cerebroespinal	  contactantes.	  También	  pudieron	   apreciarse	   células	   débilmente	   inmunorreactivas	   a	   DOR1	   en	   el	  núcleo	  posterior	  del	  túber	  (Fig.	  17C).	  	  
En	   la	   transición	   entre	   la	   región	   preóptica	   y	   el	   hipotálamo	   rostral,	   algunas	  fibras	  DOR1-­‐ir	  cruzan	  la	  línea	  media	  a	  nivel	  de	  la	  comisura	  postóptica,	  si	  bien	  el	   quiasma	   y	   el	   tracto	   óptico,	   así	   como	   la	   comisura	   horizontal	   carecían	   de	  estas	   fibras	   (Fig.	   17D).	   A	   este	   nivel	   los	   fascículos	   telencéfalicos	   lateral	   y	  medial	  muestran	  un	  gran	  número	  de	  fibras	  DOR1-­‐ir.	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   caudalmente,	   y	   medialmente	   al	   núcleo	   preglomerular	   anterior,	   un	  conspiscuo	   tracto	   de	   fibras	   DOR1-­‐ir	   cursa	   entre	   el	   fascículo	   telencefálico	  medial	   y	   el	   tracto	   de	   la	   comisura	   horizontal	   hacia	   la	   superficie	   ventral	   del	  hipotálamo	   (Fig.	   17D),	   inervando	   densamente	   regiones	   más	   caudales.	   Las	  regiones	   mediales	   del	   hipotálamo	   intermedio	   y	   caudal,	   incluidos	   el	   lóbulo	  hipotalámico	   posterior	   y	   el	   núcleo	   del	   tubérculo	   posterior,	   contienen	  abundates	   fibras	   DOR1-­‐ir,	   si	   bien	   el	   núcleo	   anterior	   del	   tuber	   (Fig.	   17E),	   el	  complejo	   preglomerular/mamilar,	   el	   núcleo	   gustatorio	   terciario,	   el	   núcleo	  difuso	   del	   lóbulo	   hipotalámico	   inferior	   y	   el	   toro	   lateral	   presentan	   escasas	   o	  carecían	   prácticamente	   de	   fibras	   DOR1-­‐ir.	   Asimismo,	   un	   pequeño,	   pero	  conspicuo,	   tracto	   DOR1-­‐ir	   puede	   seguirse	   a	   través	   del	   tegmento	  mesencéfalico	   basal	   hacía	   la	   región	   caudomedial	   del	   lóbulo	   hipotalámico,	  terminando	   en	   el	   rico	   neuropilo	   DOR1-­‐ir	   del	   lóbulo	   hipotalámico	   posterior	  (Fig.	  17F,	  G).	  
72 Resultados Fig.	   16.	   Microfotografías	   de	   secciones	   transversales	   de	   la	   región	   preóptica	   del	   pez	  cebra	   adulto,	   mostrandro	   fibras	   (A)	   y	   neuronas	   inmunorreactivas	   a	   DOR1	   (B)	   y	  Met/Leu	  encefalina	  (C)	  y	  doble	  inmunofluorescencia	  para	  DOR1	  y	  Met/Leu	  encefalina	  (D).	   A,	   fibras	   inmunorreactivas	   a	   DOR1	   en	   la	   región	   preóptica	   alrededor	   del	   receso	  óptico	   (flechas).	   B,	   cuerpos	   neuronales	   DOR1-­‐ir	   en	   el	   núcleo	   preóptico	   parvocelular	  anterior	  (flechas).	  C,	  cuerpos	  neuronales	  Met/Leu	  encefalina-­‐ir	  en	  el	  núcleo	  preóptico	  parvocelular	   anterior(flechas).	   D,	   inmunofluorescencia	   doble	   para	   DOR1	   y	   Met/leu	  encefalina	  (DOR1,	  flecha;	  Met/Leu	  encefalina,	  punta	  de	  flecha).	  Barras	  de	  escala:	  A:	  75	  μm	  (A);	  	  B-­‐D:	  15	  μm	  (B-­‐D).	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   17.	   Microfotografías	   de	   secciones	   transversales	   del	   hipotálamo	   y	   del	   tubérculo	  posterior	   del	   pez	   cebra	   adulto,	   mostrandro	   inmunorreactividad	   a	   DOR1	   (A-­‐D).	   A,	  cuerpos	   celulares	   inmunorreactivos	   a	   DOR1	   en	   el	   órgano	   perivenricular	   (flechas)	   y	  fibras	  DOR1-­‐ir	  en	  el	  hipotálamo	  ventral	  (flechas)	  B,	  cuerpos	  neuronales	  DOR1-­‐ir	  en	  el	  órgano	   periventricular	   (flecha)	   y	   en	   el	   núcleo	   del	   receso	   lateral	   (flecha).	   C,	   cuerpos	  neuronales	   inmunorreactivos	  a	  DOR1	  en	  el	  núcleo	   tuberal	  posterior	   (flecha)	  y	   fibras	  DOR1-­‐ir	  en	  el	  núcleo	  tuberal	   lateral	  (flecha).	  D,	  fibras	  inmunorreactivasa	  DOR1	  entre	  el	   fascículo	   telencfálico	   lateral	   y	   la	   comisura	   horizontal,	   y	   tracto	   de	   fibras	  inmunorreactivo	   a	   DOR1	   en	   el	   núcleo	   pretectal	   periventricular	   (flecha).	   Barras	   de	  escala:	  A:	  80	  μm	  (A);	  	  B:	  10	  μm	  (B);	  C:	  70	  μm	  (C);	  	  D:65	  μm	  (D).	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  17	  continuación.	  Microfotografías	  de	  secciones	  transversales	  del	  hipotálamo	  y	  del	  tubérculo	  posterior	  del	  pez	  cebra	  adulto,	  mostrandro	  inmunorreactividad	  a	  DOR1	  (E-­‐F).	  E-­‐F,	   fibras	   inmunorreactivas	  a	  DOR1	  en	  el	   lóbulo	  hipotalámico	  posterior	   (flecha).	  Barras	  de	  escala:	  E:	  80	  μm	  (E);	  	  	  F:	  65	  μm	  (F);	  	  G:	  25	  μm	  (G).	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2.4	  Epitálamo	  El	   órgano	   pineal	   del	   pez	   cebra	   contiene	   células	   intensamente	   inmunorreactivas	   a	   DOR1,	   mostrando	   éstas	   (células	   ganglionares	   pineales)	   un	  pericarion	   redondeado	   y	   procesos	   en	   dirección	   a	   las	   capas	   externas	   del	   epitelio.	   Asimismo,	   fibras	   DOR1-ir	   forman	   un	   tracto	   pineal	   que	   cursa	   en	   el	   tallo	   hacia	   la	   comisura	   posterior	   para	   dividirse	   y	   entrar	   bilateralmente	   en	   el	  pretecho	  y	  tálamo	  dorsal	  (Fig.	  18A,	  B).	  	  
No	   se	   observaron	   cuerpos	   celulares	   inmunorreactivos	   a	   Met/Leu	   encefalina	   en	  el	   órgano	   pineal.	   En	   cambio,	   si	   se	   observó	   en	   esta	   región	   un	   grupo	   de	   fibras	  cercanas	   al	   tracto	   pineal	   (Fig.	   18C).	   Mediante	   la	   doble	   inmunohistoquimica	   realizada	   para	   DOR1	   y	   Met/Leu	   encefalina	   se	   observó,	   que	   las	   fibras	   Met/Leu	  encefalinau ir	   a	   pesar	   de	   encontrarse	   próximas	   al	   tracto	   pineal,	   no	   forman	   parte	   de	   el,	   por	   tanto	   podemos	   llegar	   a	   decir	   que	   las	   fibras	  Met/Leu	   encefalinau ir	   observadas	   en	   está	   región	   no	   proceden	   de	   la	   glándula	   pineal	   (Fig.	  18D).	  	  
La	   habénula	   del	   pez	   cebra	   consiste	   en	   una	   región	   dorsal,	   homóloga	   al	   núcleo	  habenular	   medial	   del	   núcleo	   de	   mamíferos,	   y	   una	   región	   ventral,	   homóloga	   al	  núcleo	   habenular	   	   lateral	   de	   mamíferos	   (Amo	   y	   col.,	   2010;	   Aizawa	   y	   col.,	   2011).	   Los	   resultados	   obtenidos	   muestran	   una	   distribución	   difrencial	   de	   la	   inmunorreactividad	   a	   DOR1	   entre	   los	   núcleos	   dorsal	   y	   ventral,	   así	   como	   una	  asimetría	   derecha/izquierda	   en	   el	   núcleo	   dorsal	   (Fig.	   18E).	   El	   núcleo	   ventral	  muestra	   pericariones	  débilmente	   inmunorreactivos	  a	  DOR1	  en	   la	  mayoría	  de	  sus	  células	  (y	  en	  toda	  su	  extensión).	  Este	  núcleo	  es	  el	  primero	  en	  aparecer	  en	  secciones	  rostrou caudales,	   debiendo	   ser	   referenciado	   como	   núcleo	   habenular	   rotral	   en	   vez	   de	   ventral.	   Por	   su	   parte,	   el	   núcleo	   dorsal	   presenta	   numerosas	   fibras	  DOR1-ir	   (Fig.	   18F);	   estas	   pueden	   seguirse	   caudoventralmente	   hacia	   el	   fascículo	   retroflexo	   en	   el	   cual	   forman	   una	   vaina	   alrededor	   de	   una	   región	  
79 Resultados central	   carente	   de	   inmunorreactividad	   a	   DOR1	   (Fig.	   18C,	   H),	   indicando	   una	  segregación	   de	   diferentes	   tipos	   funcionales	   de	   fibras	   en	   el	   fascículo.	   Un	  pequeño	  fascículo	  de	  fibras	  DOR1-­‐ir	  se	  extiende	  entre	  este	  núcleo	  habenular	  y	  el	  fascículo	  telencefálico	  medial,	  aunque	  el	  origen	  de	  estas	  fibras	  no	  pudo	  ser	  determinado.	  En	   la	  habénula	  dorsal	   izquierda	   las	   fibras	  DOR1-­‐ir	   forman	  dos	  neuropilos,	   uno	   dorsal	   y	   otro	   intermedio,	   con	   una	   región	   inmunonegativa	  entre	   ambos	   atravesada	   por	   pequeños	   fascículos	   positivos.	   En	   la	   habénula	  derecha,	   no	   se	   apreció	   una	   región	   dorsal	   DOR1-­‐ir	   similar.	   Mientras	   que	   la	  inmunorreactividad	   a	   DOR1	   pudo	   ser	   fácilmente	   apreciada	   en	   células	   de	   la	  hábenula	   ventral,	   éstas	   apenas	   pudo	   evidenciarse	   en	   los	   pericariones	   del	  núcleo	  dorsal	  dado	  el	  gran	  número	  de	  fibras	  DOR1-­‐ir.	  
Por	  otro	   lado,	   fibras	  encefalinérgicas	  muestran	  una	  distribución	  diferente	  en	  la	   región	   habenular	   a	   lo	   visto	   con	   DOR1,	   estando	   localizadas	   en	   regiones	  ventromediales	  donde	  hay	  una	  escasa	  inmunoreactividad	  a	  DOR1	  
80 Resultados Fig.	   18.	  Mirofotografías	   de	   secciones	   transversales	  de	   la	   región	  del	   epitálamo	  del	   pez	  cebra	  adulto,	  mostrandro	  inmunorreactividad	  a	  DOR1	  (A-­‐B)	  y	  Met/Leu	  encefalina	  (C),	  y	  doble	  inmunofluorescenica	  para	  DOR1	  y	  Met/Leu	  encefalina	  (D).	  A,	  cuerpos	  celulares	  inmunorreactivos	   a	   DOR1	   en	   la	   glándula	   pineal	   (flecha)	   y	   en	   la	   habénula	   (flecha).	   B,	  cuerpos	  celulares	  inmunorreactivos	  a	  DOR1	  en	  la	  gándula	  pineal	  y	  fibras	  DOR1-­‐ir	  en	  el	  tracto	  de	   la	  glándula	  pineal	  (flecha).	  C,	   fibras	  Met/Leu	  encefalina-­‐ir	  a	  nivel	  del	   tracto	  de	   la	   glandula	   pineal	   (punta	   de	   flecha).	   D,	   doble	   inmunofluorescencia	   para	   DOR1	   y	  Met/Leu	   encefalina	   (DOR1,	   flecha;	   Met/Leu	   encefalina,	   punta	   de	   flecha).	   Barras	   de	  escala:	  A:	  50	  μm	  (A);	  	  B:35	  μm	  (B);	  	  C:40	  μm	  (C);	  	  D:	  35	  μm(D).	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   18	   continuación.	   Microfotografías	   de	   secciones	   transversales	   de	   la	   región	   del	  epitálamo	  del	  pez	  cebra	  adulto,	  mostrando	  fibras	  inmunorreactivas	  a	  DOR1	  (E-­‐H).	  E-­‐F,	  fibras	   inmunorreactivas	  a	  DOR1	  en	   la	  habénula	  dorsal	  y	  ventral	  (flechas).	  G-­‐H,	   fibras	  DOR1-­‐ir	   en	   el	   fascículo	   retroflexo	   (flechas).	  Barras	  de	   escala:	   E:30	  μm	   (E);	   F:	   25	  μm	  (F);	  	  G:	  70	  μm	  (G);	  	  H:35	  μm	  (H).	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2.5	  Tálamo	  y	  pretecho	  
El	   pretálamo	   y	   el	   talámo	   muestran	   una	   pobre	   inervación	   a	   DOR1-­‐ir	   en	   la	  mayoría	   de	   sus	   regiones,	   aunque	   fibras	   DOR1-­‐ir	   del	   tracto	   pineal	   forman	  campos	   terminales	   en	   áreas	   del	   neuropilo	   medial	   del	   talámo	   dorsal	   y	   del	  pretecho.	  	  
El	   pretecho	   del	   pez	   cebra	   está	   formado	   por	   varios	   núcleos	   localizados	   en	  regiones	   superficiales	   y	  mediales	   (Castro	   y	   col.,	   2006	   a).	   La	  mayoría	   de	   los	  núcleos	   pretectales	   carecen	   de	   inervación	   DOR1-­‐ir,	   apreciándose	   algunas	  fibras	  DOR1-­‐ir	  cruzando	  la	  comisura	  posterior.	  
2.6	  Techo	  óptico	  y	  toro	  longitudinal	  
El	   techo	  óptico	   es	   el	  principal	   centro	  visual	   en	  el	  pez	   cebra.	   Se	   trata	  de	  una	  estructura	  constituida	  por	  capas	  compuestas	  por	  capas	  de	  celulas	  y	  fibras.	  Las	  fibras	  DOR1-­‐ir	  observadas	  en	  esta	  estructura	  se	  disponen	  en	  cinco	  finas	  capas	  horizontales	  distribuidas	  equidistantemente	  entre	  los	  estratos	  periventricular	  y	   marginal,	   mostrando	   las	   dos	   capas	   más	   externas	   delgados	   procesos	  nerviosos,	  así	  como	  fibras	  orientadas	  radialmente	  entre	  las	  distintas	  capas	  del	  techo	   óptico	   (Fig.	   19A).	   Asimismo	   se	   pueden	   apreciar	   fascículos	   de	   fibras	  DOR1-­‐ir	   cursando	   en	   el	   stratum	   album	   centrale	   	   y	   cruzando	   el	   stratum	  
periventriculare	  y	   el	   toro	   semicircular	   en	   dirección	   al	   tegmento,	   aunque	   no	  pudo	   ser	   determinado	   si	   estas	   fibras	   eran	   aferentes,	   eferentes	   o	   ambas.	   En	  algunos	  casos,	  estos	  fascículos	  de	  fibras	  pueden	  seguirse	  en	  la	  región	  reticular	  de	  ambos	  lados	  hacia	  la	  línea	  media,	  formando	  parte	  de	  un	  sistema	  comisural	  tegmental	   dorsa.	   También	   pueden	   apreciarse	   conspicuos	   tractos	   de	   fibras	  DOR1-­‐ir	   continuos	   con	   fibras	   del	   stratum	   album	   centrale	   cruzando	   la	  comisura	  tectal	  (Fig.	  19B).	  En	  el	  estrato	  margina	  del	  techo	  óptico	  los	  procesos	  
Resultados 85 DOR1-­‐ir	   son	   escasos	   si	   los	   comparamos	   con	   lo	   observado	   en	   el	   resto	   de	  estratos.	  	  	  
El	   techo	   óptico	   del	   pez	   cebra	   contiene	   pericariones	   débilmente	  inmunorreactivos	   a	   DOR1	   en	   el	   estrato	   periventricular	   y	   probablemente	  también	  estén	  presentes	  en	  el	  otros	  estratos	  tectales,	  aunque	  no	  pudieron	  ser	  detectados	  inmunohistoquimicamente	  en	  el	  presente	  trabajo.	  
En	  el	  toro	  longitudinal	  se	  pueden	  apreciar	  algunas	  células	  débilmente	  DOR1-­‐ir	   entre	   numerosas	   neuronas	   (inmuno)negativas.	   La	   presencia	   de	   finos	  procesos	  DOR1-­‐ir	  en	  el	  estrato	  marginal	  del	  techo	  óptico	  sugiere	  que	  algunas	  células	   DOR1-­‐ir	   se	   corresponden	   con	   neuronas	   toro-­‐tectales.	   Asimismo,	   el	  toro	   longitudinal	   contiene	   numerosos	   procesos	   DOR1-­‐ir	   entre	   las	   células	  granulares	  (Fig.	  19C).	  
2.7	  Toro	  semicircular	  	  y	  tegmento	  
En	   el	   tegmento	   mesencefálico	   del	   pez	   cebra	   se	   pueden	   distinguir	   varias	  poblaciones	  DOR1-­‐ir.	  Los	  pericariones	  de	  las	  neuronas	  del	  núcleo	  oculomotor	  muestran	  inmunorreactividad	  a	  DOR1	  de	  apariencia	  granular,	  sugiriendo	  una	  localización	   de	   dicho	   receptor	   en	   vesículas	   citoplasmáticas.	   Alrededor	   de	  estas	   motoneuronas	   se	   pueden	   observar	   numerosos	   procesos	   y	   botones	  DOR1-­‐ir	  de	  pequeño	  tamaño.	  Sin	  embargo,	  las	  fibras	  motoras	  de	  estas	  células	  no	   aparecían	   inmunomarcadas.	   Lateralmente,	   al	   núcleo	   oculomotor,	   se	  pueden	  apreciar	   células	  de	  pequeño	   tamaño	  débilmente	   inmunorreactivas	   a	  DOR1	  en	  el	  núcleo	  lateral	  de	  la	  válvula,	  así	  como	  procesos	  de	  tipo	  botón	  más	  intensamente	   teñidos.	   En	   la	   región	   tegmental	   basal	   se	   pueden	   observar	  numerosas	  fibras	  DOR1-­‐ir	  cursand	  en	  la	  comisura	  ansulate.	  
86 Resultados El	   toro	   semicircular	   del	   pez	   cebra	   se	   encuentra	   pobremente	   inervado	   por	  fibras	  DOR1-­‐ir,	  distribuidas	  por	  las	  regiones	  ventromedial	  y	  dorsomedial	  (Fig.	  19D).	   Algunas	   fibras	   DOR1-­‐ir	   pudieron	   apreciarse	   cursando	   en	   el	   fascículo	  longitudinal	  lateral,	  así	  como	  fascículos	  de	  fibras	  tectales	  DOR1-­‐ir	  cruzando	  a	  través	   del	   toro	   semicircular	   (Fig.	   19B).	   Asimismo,	   pueden	   observarse	   fibras	  positivas	   siguiendo	   el	   curso	   del	   tracto	   gustatorio	   terciario	   en	   regiones	  tegmentales	  intermedias.	  
Resultados 87 Fig.	  19.	  Microfotografías	  	  de	  secciones	  transversales	  del	  techo	  óptico,	  toro	  longitudinal	  y	  toro	  semicircular	  	  del	  pez	  cebra	  adulto,	  mostrando	  inmunorreactividad	  a	  DOR1	  (A-­‐D)	  A,	   fibras	   inmunorreactivas	   a	   DOR1	   en	   las	   capas	   del	   techo	   óptico	   (flechas).	   B,	   fibras	  inmunorreactivas	   a	   DOR1	   cruzando	   la	   comisura	   tectal	   (flecha).	   C,	   fibras	  inmunorreactivas	  a	  DOR1	  en	  el	  toro	  longitudinal	  (flecha).	  C,	  	  fibras	  inmunorreactivdas	  a	  DOR1	  en	  el	  toro	  semicircular	  (flecha).	  Barras	  de	  escala:	  	  65	  μm	  (A);	  	  100	  μm	  (B);	  	  35	  μm	  (C);	  	  25	  μm	  (D).	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2.8	  Cerebelo	  y	  válvula	  cerebelar	  
	  En	  el	  cerebelo	  (Fig.	  20A),	  las	  células	  de	  Purkinje	  (Fig.	  20B)	  y	  algunas	  células	  de	   la	   capa	   granular,	   muestran	   una	   moderada	   y	   débil	   inmunorreactividad	   a	  DOR1	  respectivamente.	  Justo	  debajo	  de	  la	  capa	  de	  células	  de	  Purkinje,	  pueden	  observarse	  conspicuas	  fibras	  DOR1-­‐ir,	  las	  cuales	  parecen	  corresponderse	  con	  axones	   de	   Purkinje	   contactando	   con	   células	   eurodendroides	   (las	   cuales	   son	  consideradas	   homologas	   a	   las	   de	   núcleos	   cerebelosos	   profundos	   de	  mamíferos	   y	   otros	   vertebrados).	   En	   la	   capa	   granular	   también	   puden	  apreciarse	  fibras	  DOR1-­‐ir.	  Unos	  pocos	  (y	  gruesos)	  paquetes	  de	  fibras	  DOR1-­‐ir	  cruzan	  la	  capa	  granular	  entre	  la	  capa	  de	  las	  células	  de	  Purkinje	  y	  el	  pedúnculo	  cerebeloso	  (Fig.	  20C,	  D).	  Contrariamente	  a	  la	  abundancia	  de	  procesos	  DOR1-­‐ir	  observados,	  el	  pez	  cebra	  presenta	  escasas	  fibras	  encefalina-­‐ir.	  
2.9	  Rombencéfalo	  rostral	  
El	   istmo	   y	   el	   rombómero	   I	   forman	   una	   región	   especial	   en	   el	   rombencéfalo	  rostral	   el	   cual	   da	   lugar	   al	   cerebelo	   dorsal.	   En	   teleósteos,	   el	   istmo	   y	   el	  rombómero	  I	  también	  darán	  lugar	  al	  núcleo	  troclear,	  núcleo	  del	  istmo,	  núcleo	  gustatorio,	  núcleo	  interpeduncular,	  algunos	  núcleos	  tegmentales,	  núcleos	  del	  rafe,	   formación	   reticular	   del	   rombencéfalo	   rostral,	   locus	   coeruleus,	   y	   gris	  central,	   entre	   otros.	   Varios	   de	   estos	   núcleos	   contienen	   neuronas	   DOR1-­‐ir,	  describiéndose	  las	  mismas	  a	  continuación.	  
	  El	  núcleo	  troclear	  contiene	  motoneuronas	  DOR1-­‐ir	  de	  apariencia	  similar	  a	  las	  observadas	   en	   el	   núcleo	   oculomotor,	   estando	   ambos	   núcleos	   inervados	   por	  algunas	  fibras	  encefalinérgicas.	  
90 Resultados El	   núcleo	   interpeduncular	   se	   localiza	   en	   la	   región	   ístmica	   ventromedial	  distinguiéndose	   en	   el	   mismo	   un	   neuropilo	   dorsal	   y	   otro	   ventral,	   con	   una	  región	  intermedia	  entre	  ambos.	  De	  estas	  tres	  regiones,	  la	  intermedia	  es	  la	  que	  recibe	   una	   mayor	   inervación	   DOR1-­‐ir,	   sin	   que	   existan	   notables	   diferencias	  entre	  ellas.	  Los	  tractos	  que	  cursan	  justo	  lateralmente	  al	  neuropilo	  ventral	  del	  núcleo	   interpeduncular	   (procedentes	   de	   la	   habénula	   ventral)	   carecen	   de	  fibras	   DOR1-­‐ir	   (Fig.	   21A,	   B).	   Numerosas	   fibras	   DOR1-­‐ir	   también	   pudieron	  observarse	   en	   la	   línea	   media	   del	   rombencéfalo	   rostral,	   caudalmente	   a	   los	  núcleos	   troclear	   e	   interpeduncular	   entre	   los	   dos	   fascículos	   longitudinales	  mediales	   y	   en	   la	   región	   de	   los	   núcleos	   serotoninergicos	   del	   rafe	   superior	   y	  medial	  (Kaslin	  y	  Panula,	  2001)	  (Fig.	  21C).	  
La	   región	   del	   gris	   central	   rombencefálico	   se	   encuentra	   ricamente	   inervada	  por	   fibras	   DOR1-­‐ir	   formando	   una	   conspiscua	   banda	   en	   forma	   de	   “C”	  medialmente	   al	   fascículo	   longituidinal	   medial	   (Fig.	   21D).	   En	   la	   región	  ventromedial	   del	   gris	   central	   también	   puede	   apreciarse	   una	   gran	  concentración	   de	   fibras	   DOR1-­‐ir	   (Fig.	   21E,	   F),	   así	   como	   de	   fibras	  encefalinérgicas	   	   (Fig.	   21G),	   conteniendo	   algunas	   de	   ellas	   ambas	   sustancias	  (Fig.	   21H).	   Aunque	   el	   gris	   central	   parecía	   contener	   pericariones	   débilmente	  DOR1-­‐ir	   (Fig.	   22A),	   no	   pudo	   determinarse	   si	   estas	   fibras	   	   eran	   aferencias	   a	  esta	  región	  o	  eferencias.	  
Las	  neuronas	  de	  los	  núcleos	  del	  rafe	  superior	  y	  medial	  se	  localizan	  en	  la	  línea	  media	   de	   esta	   región,	   mostrando	   éstas	   una	   muy	   débil	   DOR1-­‐ir.	   Tanto	   gris	  central	   como	   los	   núcleos	   del	   rafe	   reciben	   una	   abundante	   inervación	  encefalinérgica,	   que	   solo	   se	   superpone	   parcialmente	   con	   la	  inmunorreactividad	  observada	  para	  DOR1.	  
Lateralmente	   al	   gris	   central,	   las	   grandes	   neuronas	   del	   locus	   coeruleus	   no	  muestran	  inmunorreactividad	  a	  DOR1	  (Fig.	  22B).	  
Resultados 91 Igualmente,	   en	   la	   formación	   reticular	   superior	   también	   se	   pueden	   apreciar	  algunas	   células	   reticulares	   (de	   gran	   tamaño)	   DOR1-­‐ir,	   encontrándose	   esta	  región	  ricamente	  inverdada	  por	  fibras	  DOR1-­‐ir.	  
Dorsolateralmente	  al	  gris	  central	  en	  el	  rombencéfalo	  rostral	  del	  pez	  cebra	  se	  encuentra	   el	   núcleo	   visceral/gustatorio	   secundario,	   con	   una	   región	   visceral	  general	   en	   su	   porción	   ventral	   y	   una	   región	   gustatoria	   localizada	  dorsalemente,	  unida	  al	  núcleo	  contralateral	  por	  medio	  de	  la	  comisura	  visceral	  secundaria	   (Castro	   y	   col.,	   2006b).	   Numerosas	   fibras	   DOR1-­‐ir	   pueden	  observarse	  en	  una	  banda	  ventralmente	  a	  este	  núcleo,	  asociadas	  con	  la	  región	  visceral	   general,	   estando,	   por	   el	   contrario,	   ausentes	   en	   la	   región	   gustatoria	  dorsal,	  indicando	  una	  especialización	  de	  esta	  región	  que	  también	  recibe	  fibras	  encefalinérgicas,	  ausentes	  en	  la	  parte	  dorsal	  del	  núcleo	  gustatorio	  secundario.	  Desde	   esta	   región	   ventral,	   las	   fibras	  DOR1-­‐ir	   cursan	   en	   la	   comisura	   visceral	  secundaria,	   principalmente	   por	   su	   porción	   ventral,	   cruzando	   la	   línea	  media,	  aunque	  la	  mayor	  parte	  de	  la	  comisura	  carece	  de	  inmunorreactividad	  a	  DOR1	  (Fig.	   22C).	   Estas	   fibras	   comisurales	   DOR1-­‐ir	   se	   continúan	   con	   el	   tracto	   que	  cursa	   ventralmente	   al	   tracto	   gustatorio	   secundario.	   Lateralmente	   al	   núcleo	  visceral/gustatorio	   secundario	   se	   encuentra	   el	   núcleo	   del	   istmo,	   el	   cual	  presenta	  una	  escasa	  invervación	  DOR1-­‐ir	  (Fig.	  22D).	  	  
92 Resultados Fig.	  20.	  Microfotografías	  de:	  secciones	  transversales	  del	  cerebelo	  y	  la	  válvula	  cerebelar	  del	   pez	   cebra	   adulto,	   mostrando	   inmunorreactividad	   pa	   DOR1	   en	   fibras	   y	   cuerpos	  celulares	  (A-­‐D)	  .	  A,	  fibras	  inmunorreactivas	  a	  DOR1	  en	  el	  cuerpo	  cerebelar	  (flecha).	  B,	  fibras	  y	  cuerpos	  celulares	  inmunorreactivos	  a	  DOR1	  en	  la	  capa	  granular	  (flechas).	  C-­‐D,	  fibras	  inmunorreactivas	  a	  DOR1	  cruzando	  la	  capa	  granular	  entre	  la	  capa	  de	  células	  de	  Purkinje	  y	  el	  pedúnculo	  cerebelar	  (flecha).	  Barras	  de	  escala:A:	  30	  μm	  (A);	  	  B:	  160	  μm	  (B);	  C:	  120	  μm	  (C);	  	  D:	  55	  μm	  (D).	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94 Resultados Fig.	   21.	   Microfotografías	   de	   secciones	   transversales	   de	   la	   región	   del	   rombéncefalo	  rostral	  del	  pez	  cebra	  adulto	  (A-­‐D).	  A-­‐	  B,	  fibras	  inmunorreactivas	  a	  DOR1	  en	  el	  núcleo	  interpeduncular	   (flechas).	   C,	   fibras	   inmunorreactivdas	   a	   DOR1	   en	   el	   núcleo	   de	   rafe	  dorsal	  y	  el	  núcleo	  del	  rafe	  medial	  (flechas).	  D,	  fibras	  inmunorreactivas	  a	  DOR1	  en	  gris	  central	  y	  en	  el	  núcleo	  del	  rafe	  (flechas).	  Barras	  de	  escala:	  A:	  50	  μm	  (A);	  	  B:	  35	  μm	  (B);	  C	  :	  45	  μm	  (C);	  	  D:	  30	  μm	  (D).	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96 Resultados Fig.	   21	   continuación.	   Microfotografías	   de:	   secciones	   transversales	   de	   la	   región	   del	  rombencéfalo	  rostral	  del	  pez	  cebra	  adulto,	  mostrando	  inmunorreactividad	  a	  DOR1	  (E-­‐F) y	   Met/Leu	   encefalina	   (G),	   y	   doble	   inmunofluorescencia	   para	   DOR1	   y	   Met/Leuencefalina	  (H).	  E-­‐F,	  fibras	  inmunorreactivas	  a	  DOR1	  en	  	  gris	  central	  (flechas).	  G,	  fibrasinmunorreactivas	   a	   Met/Leu	   encefalina	   en	   gris	   central	   (punta	   de	   flecha).	   G,inmunofluorescencia	   doble	   para	   DOR1	   y	   Met/Leu	   encefalina	   (DOR1,flecha;	   Met/Leuencefalina,	   punta	   de	   flecha;	   colocalización	   entre	   DOR1	   y	   Met/Leu	   encefalina,flechas	   curvas).	  Barras	  de	  	  escala:	  	  E:	  40	  μm	  (E);	  	  F:	  50	  μm	  (F);	  	  G:20	  μm	  (G);	  	  H:50	  μm(H).
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98 Resultados Fig.	  22.	  Microfotografías	  de	  secciones	  transversales	  de	  regiones	  del	  rombéncefalo	  del	  	  pez	  cebra	  adulto,	  mostrando	  inmunorreactividad	  a	  DOR1	  (A-­‐D).	  A,	  cuerpos	  neuronales	  inmunorreactivos	   a	   DOR1	   en	   gris	   central	   y	   núcleo	   del	   rafe	   (flechas).	   B,	   fibras	  inmunorreactivas	  a	  DOR1	  en	  el	  núcleo	  del	  rafe	  (flechas).	  C,	  fibras	  inmunorreactivas	  a	  DOR1	  en	  la	  comisura	  del	  núcleo	  gustatorio	  secundario	  (flechas).	  D,	  imagen	  panorámica	  mostrando	   fibras	   inmunorreactividad	   a	   DOR1	   en	   la	   comisura	   del	   núcleo	   gustatorio	  secundario	  (flecha)	  y	  gris	  central.	  Barras	  de	  escala:	  A-­‐B:	  25	  μm	  (A-­‐B);	  C:	  45	  μm	  (C);	  	  D:	  100	  μm	  (D).	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2.10	  Región	  octavolateral	  La	  columna	  octavolateral	  consiste	  en	  varios	  núcleos	  octavales	   (magnocelular,	  tangencial,	   medial	   y	   descendente)	   localizados	   ventrolateralmente	   en	   esta	   región,	   y	   el	   núcleo	  de	   la	   línea	   lateral	   (nucleus	  medialis)	   cubierto	  dorsalmente	  por	  la	  cresta	  cerebelar.	  Células	  octavales	  de	  tamaño	  medio	  y	  grande	  situadas	  a	  nivel	   de	   la	   entrada	   del	   nervio	   octavo	   muestran	   una	   moderada	   inmunorreactividad	   a	   DOR1	   (Fig.	   23A).	   Células	   del	   nucleus	  medialis	   también	  presentan	   DOR1u ir.	   En	   la	   cresta	   cerebelar,	   se	   pueden	   observar	   algunos	   procesos	   DOR1u ir,	   probablemente	   dendritas	   de	   las	   células	   de	   la	  cresta.	  
En	   la	   formación	   reticular	   intermedia,	   algunas	   neuronas	   reticulares	   de	   las	   poblaciones	    lateral,	    ventrolateral	    y	    medial	    también	  muestran	   inmunorreactividad	   a	   DOR1	   (Fig.	   23B,	   C)	   .	   Estas	   neuronas	   (de	  tamaño	  mediou grande)	  se	  disponen	  en	  una	  localización	  intermedia	  y	  medial,	  lateralmente	   al	   fascículo	   longitudinal	   medial,	   mostrando	   su	   pericarion	   una	   inmunorreactividad	    de	    apariencia	    granular.	    El	    fascículo	   longitudinal	   medial	  muestra	  solo	  unas	  pocas	  fibras	  DOR1u ir	  cruzando	  entre	  las	  fibras	  negativas	  de	  este	  fascículo.	  
Interesantemente,	   los	   dos	   grandes	   axones	   de	  Mauthner	  muestran	   numerosos	  gránulos	  DOR1u ir	  en	  el	  axoplasma	  (Fig.	  23C).	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2.11 Lóbulos viscerosensoriales , núcleo comisural y área postrema 
El lóbulo vagal contiene numerosas neuronas DOR1---ir de pequeño 
tamaño en la  capa  celular  periventricular,  así  como  fibras  y  
terminales  en  regiones  de  neuropilo  más  profundas.  En  la  región  
reticular  lateral,  justo  debajo  del lóbulo,  también  pueden  apreciarse  
conspicuas  fibras  DOR1-ir.  Desde  esta  región,  las  fibras  cursan  en  la  
comisura  localizada  entre  las  partes  dorsal  y ventral	   del	   fascículo	   longitudinal	   medial	   (Fig.	   23D,	   E).	   Fibras	   DOR1u ir	   acompañan	    el	    límite	    ventral	    del	    grueso	    tracto	    visceral/gustatorio	   secundario	   (Fig.	   23F).	   La	   raíz	   descendente	   del	   nervio	   trigémino,	   la	   cual	   se	   encuentra	   encima	   del	   tracto	   gustatorio	   secundario,	   no	   muestra	   inmunorreactividad	   a	   DOR1.	  
102 Resultados Fig.	   23.	   Microfotografías	   de	   secciones	   transversales	   de	   los	   lóbulos	   viscerosensoriales	   núcleo	    comisural	    y	    área	    postrema	    del	    pez	    cebra	    adulto,	   mostrando	   inmunorreactividad	  a	  DOR1	  (Au C).	  A,	   fibras	   inmunorreactivas	  a	  DOR1	  en	  la	  regíon	  del	  nervio	   octaval	  .	   B,	   cuerpos	   celulares	   inmunorreactivos	   a	   DOR1	   en	   el	   núcleo	   medial	   (flechas).	   C,	   inmunorreactividad	   positiva	   a	   DOR1	   en	   los	   axones	   de	   Mauthner	  (flechas).	  Barras	  de	  escala:	  80	  μm	  (A);	  15	  μm	  (B);	  15	  μm	  (C).	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   23	   continuación:	   Microfotografías	   de	   secciones	   transversales	   de	   los	   lóbulos	  viscerosensoriales,	  núcleo	  comisural	  y	  área	  postrema	  del	  pez	  cebra	  adulto,	  mostrando	  inmunorreactividad	  a	  DOR1	  (D-­‐F).	  D,	  imagen	  panorámica	  de	  la	  región	  del	  lóbulo	  fácial.	  E,	   fibras	   inmunorreactivas	   a	   DOR1	   en	   el	   lóbulo	   vagal	   (flechas),	   F,	   fibras	  inmunorreactivas	  a	  DOR1	  en	  el	   tracto	  gustatorio	  visceral	   (flechas).	  Barras	  de	  escala:	  100	  μm	  (D);	  60	  μm	  (E);	  	  40	  μm	  (F).	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2.12	  Región	  de	  transición	  entre	  el	  rombencéfalo	  y	  la	  médula	  espinal	  
En	   la	   región	   de	   transición	   entre	   el	   rombencéfalo	   y	   la	   médula	   espinal,	   y	  dorsalmente	   al	   canal	   central,	   se	   pueden	   observar	   un	   gran	  número	  de	   fibras	  DOR1-­‐ir,	   algunas	   de	   las	   cuales	   se	   extienden	   lateralmente.	   Esta	   región	   se	  corresponde	  con	  el	  núcleo	  comisural	  de	  Cajal	  y/o	  el	  núcleo	   funicular	  medial	  (Fig.	   24A,	   B).	   Fibras	   intensamente	   DOR1-­‐ir	   de	   esta	   región	   cursan	  ventromedialmente	   para	   formar	   una	   conspicua	   comisura	   en	   el	   medio	   del	  fascículo	  longitudinal	  medial.	  También	  se	  aprecia	  inmunorreactividad	  a	  DOR1	  en	  motoneuronas	  del	  asta	  ventral	  (Fig.	  24C,	  F)	  y	  nervio	  espino-­‐occipital	  (Fig.	  23D),	  así	  como	  en	  unas	  pocas	  células	  tipo	  líquido	  cerebroespinal	  contactantes	  en	  la	  pared	  ventral	  del	  canal	  medular.	  
Las	   neuronas	   motoras	   del	   asta	   ventral	   de	   la	   médula	   espinal	   del	   pez	   cebra	  también	  expresan	  calretinina	  (proteína	  ligante	  de	  calcio	  de	  gran	  utilidad	  como	  marcador	   en	   la	   caracterización	   de	   numerosos	   centros	   nerviosos,	   vías	   y	  subpoblaciones	   neuronales	   de	   vertebrados).	   Mediante	   doble	  inmunofluorescencia	   se	   pudo	   evidenciar	   que	   las	   células	   calretinina	  inmunorreactivas	   (Fig.	   24D,	  G),	   también	   expresan	  DOR1	   (Fig.	   24E,	  H,	   I).	   Sin	  embargo,	   la	   implicación	   funcional	   de	   esta	   proteína	   citosólica	   en	   el	   sistema	  opioide	  mediado	  por	  DOR1	  no	  ha	  sido	  analizado	  en	  el	  presente	  trabajo.	  
Resultados 107 Fig.	  24.	  Microfotografías	  de	  	  secciones	  transversales	  de	  la	  región	  de	  transición	  entre	  el	  rombencéfalo	  y	  la	  médula	  espinal	  del	  pez	  cebra	  adulto,	  mostrando	  inmunorreactividad	  a	  DOR1	   (A-­‐C)	   y	   a	   calretinina	   (D),	   y	   doble	   inmunofluorescencia	   a	  DOR1	   y	   calretinina	  (E).	  A-­‐B,	  fibras	  inmunorreactivas	  a	  DOR1	  en	  el	  núcleo	  comisural	  del	  cajal	  (flechas).	  C,	  motoneuronas	   inmunorreactivas	   a	   DOR1	   en	   el	   asta	   ventral	   de	   la	   médula	   espinal	  (flechas).	   D,	   motoneuronas	   inmunorreactivas	   a	   calretinina	   en	   el	   asta	   ventral	   de	   la	  médula	  espinal.	  E,	  inmunofluorescencia	  doble	  para	  DOR1	  y	  calretinina	  (DOR1,	  flechas;	  calretinina,	   punta	  de	   flecha;	   colocalización	  entre	  DOR1	  y	   calretinina,	   flechas	   curvas).	  Barras	  de	  escala:	  30	  μm	  (A);	  15	  μm	  (B);	  20	  μm	  (C-­‐E).	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   24	   continuación.	   Microfotografías	   de	   secciones	   transversales	   de	   la	   región	   de	  transición	  entre	  el	  rombencéfalo	  y	  la	  médula	  espinal	  del	  pez	  cebra	  adulto,	  mostrando	  inmunorreactividad	  a	  DOR1(F)	  y	  a	  calretinina	  (G),	  y	  doble	   inmunofluorescencia	  para	  DOR1	  y	   calretinina	   (H-­‐I).	   F,	   cuerpos	  neuronales	   inmunorreactivos	  a	  DOR1	  en	  el	   asta	  ventral	   de	   la	   médula	   espinal	   (flechas).	   G,	   cuerpos	   neuronales	   inmunorreactivos	   a	  calretinia	   en	   el	   asta	   ventral	   de	   la	   médula	   espinal	   (punta	   de	   flechas).	   H-­‐I,	  inmunofluorescencia	  doble	  para	  DOR1	  y	  calretinina	  (DOR1,	  flechas;	  calretinina,	  puntas	  de	  flechas;	  colocalizacón	  entre	  DOR1	  y	  calretinina,	  flechas	  curvas).	  Barras	  de	  escala:	  50	  μm	  (F-­‐H);	  25	  μm	  (I).	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1. CONSIDERACIONES	  METODOLÓGICAS
Los	   receptores	   opioides	   están	   altamente	   distribuidos	   tanto	   en	   el	   sistema	  nervioso	   central	   (encéfalo	   y	   médula	   espinal)	   como	   en	   el	   sistema	   nervioso	  periférico	   (Janecka	   y	   col.,	   2004;	  Waldhoer	   y	   col.,	   2004).	   El	   receptor	   opioide	  delta,	  al	  igual	  que	  el	  resto	  de	  receptores	  opioides,	  pertenece	  a	  la	  superfamilia	  de	   proteínas	   G	   acopladas	   a	   la	  membrana	   (Evans	   y	   col.,	   1992;	   Kieffer	   y	   col.,	  1992).	   A	   diferencia	   de	   lo	   que	   sucede	   en	   la	   mayoría	   de	   los	   vertebrados,	   la	  presencia	   de	   dos	   genes	   que	   codifican	   receptores	   opioides	   delta	   (DOR1	   y	  DOR2)	  en	  el	  pez	   cebra	  parece	   ser	   el	   resultado	  de	  una	  duplicación	  genómica	  extra	   ocurrida	   en	   la	   evolución	   temprana	   de	   los	   peces	   de	   aletas	   radiadas	  (Pinal-­‐Seoane	   y	   col.,	   2006;	   Dreborg	   y	   col.	   2008).	   Estudios	   posteriores	  permitieron	   caracterizar	   otro	   receptor	   opioide	   delta	   en	   el	   pez	   cebra,	  denominado	  ZFOR4.	  Éste	  resulta	  ser	  un	  duplicado	  de	  ZFOR1,	  mostrando	  una	  gran	   similitud	   de	   secuencia	   con	   otros	   receptores	   opioides	   delta,	   incluido	  ZFOR1.	   Estudios	   realizados	   mediante	   hibridación	   in	   situ	   revelaron	   la	  existencia	  de	  neuronas	  que	  expresan	  los	  ARNm	  de	  DOR1,	  DOR2	  y	  DOR4	  en	  el	  cerebro	   del	   pez	   cebra	   (Barrallo	   y	   col.,	   1999;	   Porteros	   y	   col.,	   1999;	   Pinal-­‐Seoane	  y	  col.,	  2006),	  habiéndose	  detectado	  los	  mayores	  niveles	  de	  expresión	  en	   áreas	   telencefalicas	   dorsales,	   en	   el	   estrato	   periventricular	   de	   del	   techo	  óptico	  y	  en	  la	  capa	  granular	  del	  cerebelo,	  principialmente.	  El	  presente	  trabajo	  constituye	   el	   primer	   estudio	   relativo	   a	   la	   localización	   del	   receptor	   opioide	  delta	  en	  el	  cerebra	  del	  pez	  cebra	  adulto	  usando	  un	  anticuerpo	  para	  la	  proteína	  DOR1.	   Mientras	   que	   los	   resultados	   obtenidos	   mediante	   hibridación	   in	   situ	  para	   DOR	   revelan	   únicamente	   cuerpos	   celulares	   (Porteros	   y	   col.,	   1999),	   el	  empleo	   de	   anticuerpos	   contra	   DOR1	   revela	   principalmente	   axones	   y	   otros	  procesos	   celulares,	   complementando	   y	   ampliando	   de	   esta	   manera	   los	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   obtenidos	  mediante	   hibridación	   in	   situ.	   La	   inmunorreactividad	   a	  DOR1	   de	   los	   procesos	   axonales	   en	   el	   pez	   cebra	   es	   similar	   a	   la	   descrita	  inmunohistoquímicamente	  en	   rata	  y	   ratón	   (Arvidsson	  y	  col.,	  1995;	  Bausch	  y	  col.,	   1995).	   Sólo	   en	   algunas	   regiones	   de	   cerebro	   (por	   ejemplo	   en	   regiones	  reticulares	   de	   la	   médula	   y	   del	   mesencéfalo)	   aparecen	   cuerpos	   celulares	  suficientemente	   bien	   inmunomarcados	   para	   poder	   ser	   comparados	   con	   las	  células	  que	  expresan	  el	  mensajero	  de	  DOR1.	  Inmunohistoquimicamente	  para	  DOR1	  en	  el	  pez	  cebra	  también	  revela	  tractos	  de	  fibras	  (es	  decir,	  el	  conectoma	  del	   sistema	   opioide),	   aunque	   el	   origen	   y	   destino	   particular	   de	   estas	   fibras	  DOR1-­‐ir	  observasdas	  precisa	  de	  futuros	  estudios.	  
Doble	  inmunohistoquimica	  para	  DOR1	  y	  Met/Leu	  encefalina	  ha	  revelado	  que	  este	   ligando	   endógeno	   de	   DOR1,	   no	   es	   generalmente	   expresado	   por	  estructuras	   DOR1.	   Ambos	   sistema	   aparecen	   	   claramente	   diferenciados,	  aunque	   las	   fibras	   de	   ambos	   tipos	   de	   coexisten	   en	   muchas	   regiones	   del	  cerebro.	   Esto	   apoya	   la	   implicación	   de	   opioides	   endógenos	   en	   la	   función	   de	  aquellas	  regiones	  del	  cerebro	  que	  contienen	  fibras	  DOR1-­‐ir.	  
2. DISTRIBUCIÓN	  Y	  FUNCIONES	  DEL	  RECEPTOR	  OPIOIDE	  DELTA,	  DOR
2.1	  Sistema	  olfativo	  
Estudios	   de	   hibridación	   in	   situ	   revelan	   que	   tanto	   el	   bulbo	   olfatorio	   como	   la	  región	   palial	   Dp,	   principal	   diana	   de	   proyecciónes	   olfativas	   secundarias,	  contienen	   neuronas	   DOR1-­‐positivas	   en	   el	   pez	   cebra	   (Porteros	   y	   col.,	   1999).	  Dado	   el	   pequeño	   tamaño	   de	   las	   células	   reconocidas	   en	   el	   bulbo	   olfatorio	  (Porteros	   y	   col.,	   1999),	   probablemente	   éstas	   se	   correspondan	   con	  interneuronas	   locales	   (células	   grano),	  más	  que	   con	  neuronas	  de	  proyección.	  Estudios	  con	  trazadores	  han	  revelado	  numerosas	  neuronas	  bulbopetas	  en	  Dp	  de	  trucha	  (Folgueira	  y	  col.,	  2004b)	  y	  pez	  cebra	  (Gayoso	  y	  col.,	  2011).	  Es	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   entonces	   que	   las	   fibras	   DOR1-­‐ir	   observadas	   en	   el	   tracto	   olfatorio	  lateral	   se	   correspondan	   con	   fibras	   centrífugas.	   Dp	   contiene	   escasas	   fibras	  DOR1-­‐ir,	  lo	  que	  concuerda	  con	  la	  hipótesis	  de	  que	  estas	  neuronas	  constituyen	  la	  principal	   fuente	  de	   inervación	  DOR1-­‐ir	  obsevada	  en	  el	  bulbo	  olfatorio	  del	  pez	  cebra.	  
Además,	   el	   patrón	   de	   inervación	   por	   fibras	   DOR1-­‐ir	   del	   bulbo	   olfatorio	   es	  compatible	   con	   la	   inervación	   centrífuga	   del	   bulbo	   de	   la	   trucha	   arcoíris	   por	  fibras	  marcadas	  tras	  la	  aplicación	  del	  trazador	  lipófilo	  DiI	  en	  la	  parte	  posterior	  del	  área	  telencefálica	  dorsal	  (Folgueira	  y	  col.,	  2004).	  Este	  patrón	  es	  similar	  a	  la	  distribución	  de	  fibras	  DOR1-­‐ir	  observada	  en	  el	  bulbo	  olfatorio	  del	  ratón	  y	  a	  la	  distribución	   de	   receptores	   apreciada	   en	   experimentos	   de	   unión	   de	  radioligandos	   (Bausch	   y	   col.,	   1995).	   La	   proyección	   centrífuga	   DOR1-­‐ir	  observada	  en	  el	  presente	  estudio	  podría	  estar	  implicada	  en	  la	  modulación	  de	  la	  actividad	  del	  bulbo	  por	  opioides	  endógenos.	  
Estudios	   realizados	   en	   individuos	   juveniles	   de	   pez	   cebra	   (resultados	   no	  incluidos	   en	   la	   presente	   tesis)	   pusieron	   de	   manifiesto	   la	   existencia	   de	   una	  gran	   cantidad	   de	   fibras	   DOR1-­‐ir	   en	   los	   bulbos	   olfatorios,	   así	   como	   células	  receptoras	  DOR1-­‐ir	  en	  las	  rosetas	  olfativas.	  La	  densidad	  de	  fibras	  observas	  en	  los	  individuos	  juveniles	  es	  mayor	  que	  la	  observada	  en	  ejemplares	  adultos	  de	  pez	  cebra.	  
En	   roedores,	   tanto	   el	   bulbo	   olfatorio	   como	   el	   telencéfalo	   (estriado,	  hipocampo)	  muestran	  altos	  niveles	  del	  ARNm	  de	  DOR1	  (Mansour	  y	  col.,	  1994;	  Bausch	  y	  col.,	  1995;	  Búzas	  y	  Cox,	  1997),	  algo	  similar	  a	  lo	  observado	  en	  el	  pez	  cebra	  (Porteros	  y	  col.,	  1999).	  Sin	  embargo,	  en	  el	  bulbo	  olfatorio	  de	  rata,	  el	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   expresado	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   por	   células	   grano	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   mitrales	  (Bausch	  y	  col.,	  1995).	  
En	   humanos	   existe	   positividad	   a	   DOR-­‐1	   en	   el	   sistema	   olfativo.La	   posible	  implicación	   del	   receptor	   opioide	   delta	   en	   el	   control	   de	   la	   respiración	   fue	  observada	   en	   lampreas	   adultas.	   Los	   estudios	   realizados	   sugieren	   que	   los	  receptores	  delta	  podrían	  inducir	  una	  depresión	  de	  la	  actividad	  respiratoria	  de	  la	  lamprea,	  evidenciando	  que,	  al	  menos	  en	  la	  lamprea	  estos	  receptores	  están	  presentes	  en	  las	  vías	  implicadas	  en	  la	  respiración	  (Mutolo	  y	  col.,	  2007).	  Algo	  similar	   se	   ha	   observado	   en	  mamíferos,	   demostrando	   estudios	   realizados	   en	  ratas	   neonatas	   (Ballanyi,	   y	   col.	   1997),	   	   que	   los	   receptores	   opioides	   tienen	  efectos	  depresores	  sobre	  la	  respiración	  y	  parece	  que	  esto	  puede	  ocurrir	  como	  resultado	  de	   la	  activación	  de	   receptores	  opioides	  dentro	  del	   tronco	  cerebral	  (Yeadon	  y	  Kitchen,	  1989;	  Bianchi	  y	  col.,	  1995;	  Haji	  y	  col.,	  2000;	  Feldman	  y	  Del	  Negro,	   2006).	   Por	   otro	   lado,	   estudios	   realizados	   en	   mamíferos	   adultos	  muestran	  que	  agonistas	  del	  receptor	  opioide	  delta	  producen	  un	  descenso	  de	  las	   actividades	   de	   las	   neuronas	   implicadas	   en	   la	   respiración	   dentro	   de	   los	  bulbos	   y	   el	   núcleo	  pontino	   (Denavit-­‐Saubié	   y	   col.,	   1978;	  Morin-­‐Suron	   y	   col.,	  1894;	  Lalley,	  2003;	  Lonergan	  y	  col.,	  2003).	  	  
2.2	  Telencéfalo:	  hemisferios	  cerebrales.	  
Las	  distintias	  regiones	  paliales	  del	  pez	  cebra	  contienen	  células	  en	   las	  que	  se	  ha	  podido	  detectar	  el	  ARNm	  del	  homólogo	  del	  pez	  cebra	  del	  receptor	  opioide	  delta-­‐ZFOR1	  (Porteros	  y	  col.,	  1999),	  si	  bien	  inmunohistoquímicamente	  solo	  se	  han	   apreciado	   células	   tenuamente	   inmunorreactivas	   a	   DOR1	   en	   la	   porción	  periventricular	   de	   Dm.	   	   Esta	   región	   palial	   de	   peces	   teleósteos	   (Dm)	   se	   ha	  propuesto	   como	   homóloga	   de	   la	   amígdala	   de	   mamíferos,	   en	   la	   cual	   se	   han	  detectado	  células	  que	  expresan	  el	  transcrito	  de	  DOR	  humano	  (Simonin	  y	  col.,	  1994).	   Lesiones	   en	   Dm	   así	   como	   la	   ablación	   de	   los	   lóbulos	   telencefálicos	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afecta	  a	  la	  adquisición	  de	  la	  aversión	  gustativa	  en	  el	  carpín	  dorado	  (Martín	  y	  col.,	  2011),	  poniendo	  de	  manifiesto	  que	  el	  palio	  dorsomedial	  de	  teleósteos	  es	  un	   componente	   esencial	   del	   sistema	   de	   memoria	   a	   la	   adversión	   gustativa	  (telencéfalo	  dependiente),	  si	  bien	  la	  implicación	  del	  receptor	  opioide	  delta	  en	  este	  sistema	  no	  ha	  sido	  estudiada.	  Por	  otro	  lado,	  estudios	  sobres	  las	  funciones	  de	   este	   receptor	   en	   el	   pallium	   de	   rata	   y	   ratón,	   demostraron	   que	   en	   estas	  especies	  está	   implicado	  en	   funciones	  de	  reforzarmiento	  de	   la	  alimentación	  y	  también	  parece	  estar	  implicado	  con	  el	  abuso	  a	  drogas	  (Merrer	  y	  col.,	  2009).	  	  
El	  subpalio	  del	  pez	  cebra	  puede	  considerarse	  homólogo	  al	  estriado,	  septum	  y	  algunas	   regiones	   amigdalares	   de	   vertebrados	   terrestres.	   Estudios	   mediante	  hibridación	  in	  situ	  para	  DOR1	  y	  DOR2	  no	  permiten	  diferenciar	  entre	  regiones	  en	   el	   subpalio	   del	   pez	   cebra.	   En	  mamíferos,	   el	   estriado	   y	   la	   amígda	   central	  muestran	  una	  amplia	  expresión	  de	  DOR	  (Simonin	  y	  col.	  1994;	  Bausch	  y	  col.,	  1995;	  Peckys	  y	  Landwehrmeyer,	  1999;	  Smith	  y	  col.,	  1999;	  Peng	  y	  col.,	  2012;	  Chung	   y	   col.,	   2015).	   En	   este	   sentido,	   el	   gran	   número	   de	   procesos	   DOR1-­‐ir	  observados	  en	  algunas	  regiones	  subpaliales	  del	  pez	  cebra	  parece	  sugerir	  una	  expresión	  conservada.	  A	  diferencia	  del	  palio,	  el	  subpalio	  del	  pez	  cebra	  recibe	  un	   gran	   número	   de	   fibras	   encefalina-­‐ir,	   compatible	   con	   la	   sensibilidad	   del	  receptor	   opioide	   delta	   a	   las	   encefalinas	   (Pinal-­‐Seoane	   y	   col.,	   2006)	   y	  sugiriendo	   una	   implicación	   de	   la	   encefalina	   en	   funciones	   premotoras	   y	  comportamentales	  de	  esta	  región	  telencefálica.	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2.3	  Región	  preóptica,	  hipotálamo	  y	  tubérculo	  posterior	  
En	   la	   región	   preóptica	   del	   pez	   cebra	   se	   ha	   observado	   un	   gran	   número	   de	  fibras	   positivas	   a	   DOR1	   en	   los	   fascículos	   telencefálicos	   lateral	   y	   medial,	   así	  como	   neuronas	   marcadas	   débilmente	   en	   el	   núcleo	   preóptico	   parvocelular	  anterior.	  Estos	  resultados	  recuerdan	  a	  los	  obtenidos	  para	  ZFOR1	  (Porteros	  y	  col.,	  1999)	  donde	  se	  aprecian	  células	  que	  expresan	  el	  transcrito	  del	  receptor	  delta	   en	   las	   proximidades	  del	   ventrículo.	   El	   uso	  de	  ZFOR4	  muestra	  una	   alta	  densidad	  de	  este	  receptor	  en	  el	  área	  preóptica,	  existiendo	  expresión	  positiva	  en	   la	   parte	   anterior	   del	   núcleo	   preóptico	   parvocelular	   (Pinal-­‐Seoane	   y	   col.,	  2006),	  de	  manera	  similar	  a	  lo	  observado	  	  para	  ZFOR1.	  En	  otro	  teleósteo	  como	  es	  la	  carpa	  (Chadzinska	  y	  col.,	  2009)	  también	  ha	  sido	  descrita	  la	  expresión	  del	  receptor	  opiode	  delta	  en	   la	  región	  del	  núcleo	  preóptico.	   	  El	  núcleo	  preóptico	  parvocelular	   proyecta	   a	   distintos	   núcleos	   y	   regiones	   del	   encéfalo	   de	   peces	  teleósteos	   (Folgueira	   y	   col.,	   2004;	   Rink	   y	   Wullimann,	   2004),	   incluidos	   los	  núcleos	   subpaliales	   Vv	   y	   Vd,	   y	   distintas	   zonas	   del	   palio,	   en	   las	   cuales	   se	  pueden	  apreciar	  en	  el	  pez	  cebra	  fibras	  DOR1-­‐ir.	  
En	   la	   rata	   también	   se	   observó	   positividad	   a	   este	   receptor	   en	   numerosos	  cuerpos	  celulares	  el	  área	  preóptica,	  concretamente	  en	  el	  área	  preóptica	  lateral	  y	  medial,	  incuidas	  neuronas	  del	  núcleo	  magnocelular	  (Cahill	  y	  col.,	  2001).	  	  
Parece	   por	   lo	   tanto	   que	   el	   receptor	   opioide	   delta	   puede	   estar	   implicado	  también	   en	   el	   procesamiento	   de	   la	   información	   visual,	   ya	   que	   se	   ha	  demostado	   la	   existencia	  de	   este	   receptor	   en	   estructuras	   relacionadas	   con	   la	  integración	  de	  este	  tipo	  de	  información	  sensorial	  (Erbs	  y	  col.,	  2014)	  .	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Hipotálamo	  y	  tubérculo	  posterior	  
El	   hipotálamo	   es	   una	   de	   las	   regiones	   del	   cerebro	   del	   pez	   cebra	   con	  mayor	  número	  de	  neuronas	  que	  expresan	  DOR1(Porteros	  y	  col.,	  1998;	  Pinal-­‐Seoane	  y	  col.,	  2006).	  Esto	  contrasta	  con	  los	  bajos	  o	  indetectables	  niveles	  de	  expresión	  de	  DOR1	  observados	  en	  el	  hipotálamo	  de	  la	  rata	  (Mansour	  y	  col.,	  1994;	  1995).	  Los	  resultados	  de	  este	  trabajo	  revelan	  la	  existencia	  de	  una	  gran	  población	  de	  células	   de	   tipo	   líquido	   cerebroespinal	   contactantes	   DOR1-­‐ir	   en	   los	   órganos	  paraventricular,	  receso	  lateral	  y	  receso	  posterior,	  los	  cuales	  se	  corresponden	  parcialmente	   con	   la	   población	   observada	   en	   la	   región	   periventricular	  mediante	  hibridación	  in	  situ	  (Porteros	  y	  col.,	  1999;	  Pinal-­‐Seoane	  y	  col.,	  2006).	  Asimismo,	  cabe	  destacar	  la	  presencia	  de	  un	  gran	  número	  de	  procesos	  DOR1-­‐ir	  en	   las	   regiones	  mediales	   del	   hipotálamo	   tuberal	   y	   caudal,	   pero	   no	   en	   otras	  regiones	   del	   hipotálamo,	   sugiriendo	   una	   implicación	   diferencial	   en	   las	   vías	  encefalinérgicas.	   Como	   se	   ha	   destacado	   en	   Poecilia	   (guppy:	   Batten	   y	   col.,	  1990),	  las	  neuronas	  que	  expresan	  encefalina	  se	  localizan	  principalmente	  en	  el	  núcleo	   preóptico	   y	   el	   receso	   lateral,	   siendo	  muy	   numerosas	   las	   fibras	   en	   el	  hipotálamo	  y	  tubérculo	  posterior.	  	  
Fibras	   DOR1-­‐ir	   que	   van	   desde	   el	   tegmento	   mesencefálico	   hacia	   la	   región	  caudomedial	   del	   lóbulo	   hipotalámico	   terminando	   aparentemente	   en	   el	  neuropilo	   del	   lóbulo	   hipotalámico	   posterior.	   Existen	   neuronas	   positivas	  dentro	   de	   la	   parte	   periventricular	   y	   de	   los	   núcleos	   migrados	   del	   tubérculo	  posterior	   (Barrallo	   y	   col.,	   1998).	   Esto	   concuerda	   con	   nuestros	   resultados	  donde	   se	   observaron	   cuerpos	   celulares	   DOR1-­‐ir	   núcleo	   del	   tubérculo	  posterior.	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   observado	   en	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   resultados,	   donde	   solo	   se	   observó	  expresión	  positiva	  a	  DOR1	  en	  regiones	  mediales	  y	  caudaldes	  del	  hipotálamo,	  mediante	   hibridiación	   in	   situ	   se	   reveló	   positividad	   de	   ZFOR1	   por	   todas	   las	  regiones	   del	   hipotálamo,	   existiendo	   una	   alta	   densidad	   de	   células	   en	   el	  hipotálamo	   dorsal	   cerca	   del	   epéndimo	   y	   en	   los	   núcleos	   del	   lóbulo	   inferior	  (Porteros	  y	  col.,	  1999).	  
El	  receptor	  ZFO4,	  al	   igual	  que	  ZFOR1,	  muestra	  expresión	  positiva	  en	  núcleos	  del	   lóbulo	   hipotalámico	   inferior	   y	   en	   la	   región	   periventricular	   del	   receso	  lateral	  (Pinal-­‐Seoane	  y	  col.,	  2006),	  estos	  datos	  concuerdan	  con	  los	  resultados	  de	  este	  trabajo,	  en	   los	  cuales	  también	  se	  observó	  positividad	  a	  este	  receptor	  en	   estas	   regiones.	   La	   expresión	   en	   estas	   dos	   zonas	   puede	   estar	   relacionada	  con	  la	  modulación	  opioide	  de	  actividades	  visuomotoras	  afines	  con	  la	  captura	  de	   presas	   y	   respuestas	   de	   alimentación	   en	   el	   cerebro	   del	   pez	   cebra	   (Pinal-­‐Seoane	   y	   col.,	   2006).	   A	   diferencia	   de	   lo	   observado	  mediante	   hibridación	   in	  situ,	   en	   el	   pez	   cebra	   ,	   y	   en	   nuestros	   resultados	   no	   se	   observó	   expresión	  positiva	   a	  DOR	   en	   la	   región	   del	   tubérculo	   posterior	   ni	   en	   rata	   (Cahill	   y	   col.,	  2001),	   ni	   en	   ratón	   (Bausch	   y	   col.,	   1995),	   ni	   en	   humanos	   (Peckys	   y	  Landwehrmeyer,	  1999).	  
El	   receptor	   opioide	   delta	   en	   peces,	   está	   implicado	   en	   la	   modulación	   de	   la	  liberación	   de	   hormonas	   en	   el	   eje	   hipotalámico-­‐hipofisario,	   en	   cambio	   en	  mamíferos	   parece	   que	   la	   implicación	   de	   este	   receptor	   en	   dicha	  modulación	  tiene	   una	   menor	   importancia	   (Mansour	   y	   col.,	   1993).	   La	   expresión	   de	  receptores	   opiodes	   delta	   en	   regiones	   neuroendocrinas	   del	   pez	   cebra,	  incluyendo	   la	   región	   preóptica	   y	   el	   hipotálamo,	   pone	   de	   manifiesto	   que	   es	  probable	   que	   participen	   en	   el	   control	   de	   GnRH	   y	   en	   la	   liberación	   de	   la	  hormona	   luteinizante	   (LH)	   (Pinal-­‐Seoane	   y	   col.,	   2006).	   Se	   ha	   demostrado	  recientemente	   la	   presencia	   y	   distribución	   del	   receptor	   opioide	   delta	   en	   un	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subconjunto	   de	   neuronas	   productoras	   de	   	   GnRH	   en	   el	   hipotálamo	   de	   ratón	  (Pimpinelli	  y	  col.,	  2006).	   	  Estudios	  realizados	  mediante	  hibridación	  in	  situ	  en	  el	  pez	  cebra,	  donde	  se	  demostró	   la	  existencia	  de	  expresión	  positiva	  en	  estas	  regiones	   para	   ZFOR1(Porteros	   y	   col.,	   1999)	   y	   ZFOR4	   (Pinal-­‐Seoane	   y	   col.,	  2006),	   parece	   dar	   sustento	   a	   la	   teoría	   de	   que	   los	   receptores	   opioides	   delta	  están	   implicados	   en	   la	   modulación	   de	   la	   liberación	   de	   hormonas	  pertenecientes	  al	  eje	  hipotálamo-­‐hipofisario	  (Mansour	  y	  col.,	  1993).	  
La	  moderada	  expresión	  de	  ZFOR4	  en	  el	  pretecho	  y	  en	  el	  tubérculo	  posterior,	  los	   cuales	   son	   centros	   integradores	  de	   funciones	   sensoriomotoras	  muy	  bien	  desarrollados	  en	  peces	   teleósteos	  (Meek	  y	  Nieuwenhuys,	  1998),	   sugiere	  que	  el	   sistema	   opioide	   podría	   estar	   influenciado,	   al	   menos	   en	   vertebrados	  inferiores,	   por	   mecanismos	   de	   adaptación	   relacionados	   con	   respuestas	  básicas	  del	  comportamiento	  para	  la	  supervivencia	  del	  animal	  (Pinal-­‐	  Seoane	  y	  col.,	  2006).	  	  
En	   vertebrados	   pueden	   apreciarse	   notables	   diferencias	   en	   relación	   a	   la	  expresión	   de	  DOR	   a	   nivel	   hipotalámico.	  Mientras	   que	   en	   humanos	   no	   se	   ha	  detectado	  expresión	  alguna	  en	  esta	  región	  (Peckys	  y	  Landwehrmeyer,	  1999),	  en	   la	   rata	   dicha	   expresión	   es	   extensa	   y	   muy	   intensa,	   detectándose	   células	  inmunorreactivas	   en	   el	   núcleo	   hipotalámico	   periventricular,	   núcleo	  hipotalámico	   anterior,	   en	   el	   área	   hipotalámica	   lateral,	   núcleo	   ventromedial	  hipotalámico,	  núcleo	  tuberomamilar	  ventral	  y	  núcleo	  lateral	  mamilar	  (Cahill	  y	  col.,	  2001).	  En	  términos	  generales,	  existe	  una	  mayor	  expresión	  de	  DOR	  en	  el	  hipotálamo	   de	   vertebrados	   superiores	   que	   en	   el	   de	   peces.	   Los	   estudios	  realizados	  en	  roedores,	  rata	  y	  ratón,	  demostraron	  que	  el	  receptor	  delta,	  en	  el	  hipotálamo	   aparece	   estar	   implicado	   en	   procesos	   relacionados	   con	   la	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  el	  comportamiento	  sexual	  y	  la	  dependencia	  a	  drogas	  (Merrer	  y	  col.,	  2009).	  
2.4	  Epitálamo	  
Habénula	  	  y	  fascículo	  retroflexo.	  
Existe	   una	   gran	   expresión	   células	   marcadas	   con	   ZFOR1	   en	   la	   habénula	  (Porteros	  y	   col.,	  1999;	  Pinal-­‐Seoane	  y	   col.,	  2006),	   aunque	  su	  distribución	  no	  ha	  sido	  estudiada	  en	  detalle.	  La	  expresión	  de	  DOR1	  no	  ha	  sido	  descrita	  en	  la	  habénula	  de	   rata,	  ya	   sea	  en	  el	  núcleo	  medial	  o	  en	  núcleo	   lateral	   (Mansour	  y	  col.,	   1994).	   Nuestros	   resultados	   revelan	   una	   distribución	   diferencial	   de	  células	   y	   fibras	   DOR1-­‐ir	   tanto	   en	   el	   núcleo	   habenular	   ventral	   como	   en	   el	  núcleo	   habenular	   dorsal,	   indicando	   que	   el	   sistema	   de	   conducción	   del	  prosencéfalo	  dorsal	  está	  especializado	  en	  relación	  a	  la	  inervación	  opioide.	  En	  el	  pez	  cebra,	  la	  porción	  ventral	  de	  la	  habénula	  contiene	  neuronas	  débilmente	  inmunorreactivas	   a	   DOR1,	   conteniendo	   la	   región	   habenular	   dorsal	   un	   gran	  número	   de	   fibras	   las	   cuales	   pueden	   seguirse	   hacia	   el	   fascículo	   retroflexo.	  Numerosas	  fibras	  	  DOR1-­‐ir	  cursan	  hacia	  el	  núcleo	  interpeduncular	  ocupando	  una	  localización	  periférica	  en	  el	  fascículo	  retroflexo,	  indicando	  así	  segregación	  de	  diferentes	   tipos	   funcionales	  de	   fibras	   en	   este	   fascículo.	   Por	   otro	   lado,	   las	  fibras	  encefalinergícas	  presentan	  una	  distribución	  diferencial	  en	   la	  habenula	  del	   pez	   cebra,	   principalmente	   en	   regiones	   ventromediales	   con	   escasa	  inmunorreactividad	   a	   DOR1,	   siendo	   mucho	   más	   abundantes	   en	   regiones	  talámicas	   las	   cuales	   exhiben	   una	   inmunorreactividad	   a	   DOR1	   menor	   a	   la	  presentada	  en	  el	  epitálamo.	  
Nuestros	   resultados	   demuestran	   la	   existencia	   de	   neuronas	   DOR1-­‐ir	   en	   la	  glándula	   pineal	   y	   fibras	  DOR1-­‐1	   en	   el	   tracto	   pineal,	   algo	   no	  mencionado	   en	  estudios	   previos.	   En	   ratones	   también	   se	   observo	   una	   alta	   expresión	   para	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DOR1	   en	   la	   glándula	   pineal	   (Bzdega	   y	   col.,	   1993),	   carente	   de	   barrera	  hematoencefálica.	   Las	   β-­‐endorfinas	   parecen	   regular	   la	   actividad	  termoregulatoria	  de	  la	  carpa	  vía	  órgano	  pineal	  (Kavaliers,	  1982).	   	  Así	  mismo	  la	   glándula	   pineal	   actúa	   como	   un	   fortorreceptor	   que	   permite	   regular	   la	  actividad	   circadiana,	   regulando	   el	   ciclo	   de	   día-­‐noche.	   Parece	   estar	  involucrada,	   en	   todos	   los	   vertebrados,	   en	   la	   regulación	   de	   los	  comportamientos	  rítmicos	  y	  repuestas	  fisiológicas	  a	  través	  de	  la	  secreción	  de	  ciertas	  hormonas,	  en	  este	  caso	  de	  la	  melatonina	  (Bianco	  y	  	  Wilson,	  2009).	  Por	  tanto	  podríamos	  llegar	  a	  pensar	  que	  la	  existencia	  de	  neuronas	  DOR1-­‐ir	  en	  la	  glándula	  pineal,	  relaciona	  a	  este	  receptor	  con	  el	  control	  del	  ciclo	  circadiano	  en	  el	  pez	  cebra.	  Si	  las	  encefalinas	  o	  otros	  opoides	  (de	  origen	  central	  o	  periférico)	  también	   afectan	   a	   la	   actividad	   de	   la	   glándula	   pineal	   en	   el	   pez	   cebra	   se	  desconoce.	  Estudios	  previos	  han	  demostrado	  que	  existe	  una	  conexión	  entre	  la	  glándula	  pineal,	  la	  hábenula	  y	  el	  núcleo	  interpeduncular.	  Estando	  la	  conexión	  de	  la	  glándula	  pineal	  hacia	  el	  núcleo	  interpeduncular	  muy	  estudiada	  en	  el	  pez	  cebra	  (Kuan	  y	  col.,	  2007).	  Dicha	  conexión	  parece	  estar	  implicada	  en	  los	  ritmos	  biológicos	  de	  los	  individuos	  (permitiéndoles	  reconocer	  si	  es	  día	  o	  noche)	  y	  en	  el	   control	   del	   estrés	   (Jesuthasan,	   2011).	   Asi	   mismo,	   en	   base	   a	   nuestros	  resultados,	   donde	   además	   de	   positividad	   al	   receptor	   delta	   en	   la	   glándula	  pineal,	   existe	   expresión	   del	   receptor	   en	   la	   habénula	   y	   en	   el	   núcleo	  interpeduncular,	   se	   podría	   sugerir	   que	   cuerpos	   celulares	   presentes	   en	   la	  glándula	   pineal	   emiten	   proyecciones	   hacia	   la	   habénula	   y	   esta	   a	   su	   vez	   las	  emite	  hacia	  el	  núcleo	  interpeduncular,	  suponiendo	  así	  que	  el	  receptor	  opioide	  delta	   está	   implicado	   en	   los	   ritmos	   biológicos	   del	   pez	   cebra	   y	   también	   en	   el	  control	  de	  las	  respuestas	  ante	  situaciones	  de	  estrés.	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  también	  una	  conexión	  recíproca	  y	  directa	  entre	  la	  habénula	  y	  el	  núcleo	  de	  rafe,	  puesto	  que	  el	  núcleo	  del	  rafe	  está	  implicado	  en	  la	  regulación	  del	  sueño	  y	  que	  la	  habénula	  recibe	  proyecciónes	  de	  la	  glándula	  pineal,	  se	  puede	  suponer	  que	   esta	   es	   una	   vía	   para	   la	   regulación	   del	   sueño	   relacionada	   con	   los	   ciclos	  circadianos.	   Al	   existir	   una	   gran	   cantidad	   de	   fibras	   DOR1-­‐ir	   en	   estas	  estructuras	  se	  puede	  sugerir	  que	  el	  receptor	  DOR1	  está	  también	  implicado	  en	  la	   regulación	  del	   sueño.	  Además	  de	   la	   vía	   directa,	   habénula-­‐	   núcleo	  del	   rafe	  relacionada	   con	   el	   control	   del	   sueño,	   la	   vía	   entre	   la	   habénula	   y	   el	   núcleo	  interpeduncular	  participa	  también	  en	  el	  control	  del	  sueño	  (Bianco	  y	   	  Wilson,	  2009),	  se	  cree	  que	  ambas	  vías,	  son	  importantes	  no	  solo	  para	  la	  regulación	  del	  sueño	   si	   no	   también	   para	   su	   normal	   duración.	   Por	   tanto	   parece	   que	   la	  presencia	  del	  receptor	  opioide	  delta	  en	  la	  habénula,	  el	  núcleo	  interpeduncular	  y	  el	  núcleo	  del	  rafe	  está	  relacionada	  con	  la	  participación	  de	  este	  receptor	  en	  el	  control	  del	  sueño.	  
2.5	  Tálamo	  y	  pretálamo	  
La	  región	  talámica	  del	  pez	  cebra	  presenta	  únicamente	  algunas	  fibras	  DOR1-­‐ir.	  En	   el	   núcleo	   talámico	   dorsal,	   bajo	   la	   comisura	   posterior,	   se	   observó	   un	  pequeño	   y	   grupo	   compacto	   de	   fibras	   inmunorreactivas.	   Por	   el	   contrario,	  resultados	  obtenidos	  en	  esta	  misma	  especie	  revelan	  la	  presencia	  de	  neuronas	  que	   expresan	   el	   ARNm	   de	   ZFOR1	   en	   el	   núcleo	   talámico	   anterior,	   núcleo	  posterior	   dorsal	   y	   en	   el	   núcleo	   posterior	   central	   (Porteros	   y	   col.,	   1999).	   En	  este	   mismo	   estudio,	   también	   se	   observan	   neuronas	   marcadas	   en	   el	   tálamo	  ventral,	   así	   como	   pequeñas	   células	   localizadas	   en	   las	   proximidades	   del	  ventrículo	   diencefálico	   a	   nivel	   de	   los	   núcleos	   talámicos	   ventrolateral	   y	  ventromedial	  (Porteros	  y	  col.,	  1999).	  La	  expresión	  observada	  para	  ZFOR4	  es	  similar	  a	  la	  presentada	  por	  ZFOR1	  (Pinal-­‐Seoane	  y	  col.	  2006).	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En	  raton	  (Bausch	  y	  col.,	  1995)	  y	  en	  rata	  (Cahill	  y	  col.,	  2001)	   también	  se	  han	  observado	   células	   positivas	   en	   la	   región	   talámica.	   En	   la	   rata,	   se	   observaron	  células	   inmunorreactivas	   al	   receptor	   opioide	   delta	   en	   los	   grupos	   talámicos	  laterales,	   incluidos	   el	   anterodorsal,	   anteroventral,	   periventricular,	  mediodorsal,	   ventromedial,	   ventrolateral,	   ventroposterior,	   laterodorsal	   y	  núcleo	  talámico	  parafascicular.	  La	  expresión	  observada	  en	  el	  núcleo	  talámico	  ventromedial	  y	  ventrolateral	  en	   rata	   (Cahill	  y	   col.,	  2001)	  es	   la	  misma	  que	   la	  observada	  en	  el	  pez	  cebra	  para	  ZFOR1	  (Porteros	  y	  col.,	  1999).	  	  A	  diferencia	  de	  lo	   observado	   en	   rata	   y	   ratón,	   en	   humanos,	   al	   igual	   que	   en	   el	   pez	   cebra	  (presentes	  resultados),	  no	  se	  observaron	  cuerpos	  neuronales	  DOR1-­‐ir	  en	  esta	  región	  (Peckys	  y	  Landwerhmeyer,	  1999).	  
2.6	  Techo	  óptico,	  toro	  longitudinal,	  toro	  semicicular	  y	  tegmento	  
Estudios	   de	   hibridación	   in	   situ	   revelaron	   la	   presencia	   de	   números	   cuerpos	  celulares	   que	   expresan	   DOR1a	   y	   DOR1b	   en	   el	   estrato	   periventricular	   y	  también	   dispersos	   en	   capas	  más	   superficiales	   (Porteros	   y	   col.,	   1999;	   Pinal-­‐	  Seoane	  y	   col.,	   2006).	  Nuestros	   resultados	   también	   revelaron	   la	  presencia	  de	  células	   DOR1-­‐ir	   en	   el	   estrato	   periventricular,	   siendo	   más	   escasas	   en	   otras	  capas	  del	  techo	  óptico.	  En	  cambio,	  un	  	  gran	  número	  de	  procesos	  celulares	  son	  inmunorreactivos	   a	   DOR1.	   Estes	   procesos	   muestra	   una	   distribución	   en	  delgadas	   subláminas	   paralelas	   a	   la	   superficie,	   además	   hay	   procesos	   que	  recorren	   perpendicularmente	   a	   las	   otras	   capas,	   en	   concordancia	   con	   la	  estructura	   en	   capas	   del	   techo	   óptico.	   La	   capa	   marginal,	   la	   capa	   de	   tipo	  molecular	  más	  superficial	  del	  techo	  que	  sólo	  se	  encuentra	  en	  peces	  teleósteos,	  también	  contiene	  procesos	  DOR1-­‐ir.	  La	  presencia	  de	  células	  y	  procesos	  DOR1-­‐ir	   en	   el	   toro	   longitudinal,	   	   fuente	  de	   fibras	   paralelas	   en	   la	   capa	  marginal	   de	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  (Folgueira	  y	  col.	  2007),	  sugiere	  que	  algunas	  de	  las	  fibras	  son	  toro-­‐tectales,	   pero	   el	   origen	   no	   está	   claro	   del	   todo.	   La	   expresión	   del	   receptor	  opioide	   delta	   en	   el	   toro	   longitudinal	   y	   en	   regiones	   magnoceluares	   y	  parvocelulares,	   las	   cuales	   son	   regiones	   de	   integración	   visual,	   refuerza	   la	  hipótesis	  de	  que	  los	  recepores	  opioide	  delta	  participan	  en	  las	  vías	  sensoriales	  (Atweh	   y	   Kuhar,	   1983).	   Una	   organización	   laminar	   de	   cuerpos	   celulares	   que	  expresan	  el	  transcrito	  para	  DOR1	  fue	  también	  descrita	  en	  el	  colículo	  superior	  de	  rata	  (Mansour	  y	  col.,	  1994),	  aunque	  la	  organización	  de	  sus	  procesos	  no	  está	  descrita.	  
Mediante	  hibridación	  in	  situ,	  se	  demostró	  la	  existencia	  de	  ZFOR1	  en	  células	  de	  la	   capa	   periventricular	   del	   techo	   óptico,	   lo	   cual	   concuerda	   con	   nuestros	  resultados,	   esto	   mismo	   se	   observó	   en	   el	   torus	   semicircularis	   donde	   existe	  expresión	   positiva	   al	   receptor	   opioide	   delta	   en	   la	   región	   central	   y	  ventrolateral	  del	  mismo.	  Dentro	  del	  tegmento	  mesencefalico,	  existe	  expresión	  de	   	   ZFOR1	   en	   el	   núcleo	   tegmental	   dorsal	   y	   el	   rostral,	   cercano	   al	   toro	  semicircular	  y	  en	  la	  formación	  reticular	  superior	  (Porteros	  y	  col.,	  1999).	  
Con	  ZFOR4	  se	  observo	  una	  expresión	  similar	  a	  la	  de	  	  ZFOR1,	  apreciándose	  una	  abundante	  expresión	  tanto	  en	  el	  techo	  óptico	  como	  en	  el	  torus	  semicularis;	  en	  cambio	   la	   expresión	   de	   ZFOR4	   es	   menor	   a	   la	   de	   ZFOR1	   en	   el	   tejido	  mesencéfalico	  (Pinal-­‐	  Seoane	  y	  col.,	  2006).	  
En	  humanos	  no	  se	  observó	  expresión	  postiva	  del	   receptor	  delta	  en	  regiones	  mesencefálicas	   (Peckys	   y	   Landwehrmeyer,	   1999).	   Algo	   similar	   ocurre	   en	  ratones	  (Bausch	  	  col.,	  1995).	  En	  cambio,	  en	  rata	  existe	  expresión	  moderada	  al	  receptor	  opioide	  delta	   en	   células	  de	   la	   sustancia	  negra,	   núcleo	   rojo	  del	   área	  ventral	   tegmental	   y	   núcleo	   oculomotor	   (Cahill	   y	   col.,	   2001).	   En	   este	   último,	  también	   se	   observaron	   motoneuronas	   inmunorreactivas	   a	   DOR1	   en	   el	   pez	  cebra.	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2.7	  Cerebelo	  y	  válvula	  cerebelar	  
En	   el	   cerebelo	   del	   pez	   cebra	   se	   observó	   una	   gran	   cantidad	   de	   expresión	   a	  DOR1a	  y	  DOR1b,	  tanto	  en	  los	  pericariones	  de	  las	  células	  de	  Purkinje	  como	  de	  las	  células	  granulosas,	  observándose	  también	  una	  gran	  expresión	  en	  las	  capas	  de	   la	   válulva	   cerebelar	   (Porteros	   y	   col.,	   1999;	   Pinal-­‐Seoane	   y	   col.,	   2006),	  presentando	  la	  rata	  una	  expresión	  similar	  (Mansour	  y	  col.,	  1994).	  A	  pesar	  de	  que	  ZFOR4	  presenta	  un	  marcaje	  menos	  intenso	  que	  ZFOR1,	  la	  expresión	  para	  este	   marcador	   es	   también	   muy	   abundante	   en	   la	   válvula	   cerebelar,	   corpus	  
cerebelar	   y	   lóbulo	   vestibular	   (Pinal-­‐Seoane	   y	   col.,	   2006).	  Inmunohistoquimicamente	  también	  pudo	  apreciarse	  una	  expresión	  DOR1	  en	  el	  cerebelo	  del	  pez	  cebra,	  revelando	  principalmente	  varios	  tipos	  de	  procesos	  en	  las	  capas	  molecular	  y	  granular	  así	  como	  en	  los	  pericariones	  de	  las	  células	  de	  Purkinje.	  Numerosos	  procesos	  DOR1-­‐ir	  también	  fueron	  observados	  debajo	  de	  la	  capa	  de	  las	  células	  de	  Purkinje,	  sugieriendo	  que	  se	  corresponden	  con	  los	  axones	   de	   las	   células	   de	   Purkinje	   en	   en	   contacto	   con	   las	   células	  eurodendroides	  (neuronas	  consideradas	  homólogas	  a	  los	  núcleos	  cerebelosos	  profundos	   de	   mamíferos	   y	   otros	   vertebrados).	   Un	   plexo	   basal	   similar	   de	  axones	   de	   las	   células	   de	   Purkinje	   ha	   sido	   demostrado	   con	   anticuerpos	  antagonistas	   a	  parvalbumina7	   (Bae	  y	   col.,	   2009).	  En	  el	   ratón,	   también	   se	  ha	  descrito	   inmunohistoquimicamente	   la	   presencia	   de	   abundantes	   procesos	   en	  la	   capa	   de	   las	   células	   de	   Purkinje	   y	   alrededor	   de	   los	   pericariones	   de	   los	  núcleos	   cerebelosos	  profundos	   (Bausch	  y	   col.,	   1995;	  Abeyta	  y	   col.,	   2002),	   lo	  cual	   indicaría	   que	   los	   patrones	   de	   la	   expresión	   de	   DOR	   se	   encuentran	  conservados	  entre	  los	  cerebelos	  de	  mamíferos	  y	  pez	  cebra.	   	  Curiosamente,	  el	  patrón	   de	   expresión	   de	   DOR	   observado	   en	   el	   cerebelo	   humano	   difiere	  notablemente	   al	   presentado	   por	   el	   resto	   de	   especies	   de	   vertebrados,	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   (Peckys	   y	  Landwehrmeyer,	   1999).	   Estas	   diferencias	   podrían	   deberse	   mas	   al	  procesamiento	  de	  la	  muestra	  o	  al	  procesamiento	  metodológico	  empleado	  que	  a	  una	  evolución	  divergente	  de	  este	  sistema	  en	  la	  especie	  humana.	  
Los	  resultados	  observados	  en	  el	  cerebelo	  tanto	  en	  mamíferos	  como	  en	  el	  pez	  cebra,	   sugieren	   que	   el	   receptor	   opioide	   delta	   juega	   un	   papel	   importante	   en	  esta	   estructura.	   Estudios	   en	   otro	   teleósteo	   como	   es	   	   la	   carpa	   dorada,	   en	   los	  cuales	  se	   realizó	   	  ablación	  del	   cerebelo,	  permitieron	  apreciar	  un	   incremento	  en	  la	  sensibilidad	  al	  dolor,	  sugieriendo	  asi	  que	  el	  cerebelo	  está	  implicado	  en	  la	  nocicepción	   (Porteros	   y	   col.,	   1998).	   La	   abundante	   expresión	   del	   receptor	  opioide	  delta	  (ZFOR1)	  en	  el	  cerebelo	  del	  pez	  cebra	  sugiere	  que	  este	  juega	  un	  papel	   importante	  en	   la	   integración	  de	  estimulos	  y	  apoya	   la	  hipótesis	  de	  que	  los	  receptores	  opioides	  delta	  juegan	  un	  papel	  en	  procesos	  sensoriales	  (Atewh	  y	  Kuhar,	  1983).	  
2.8	  Rombencéfalo	  rostral	  
Existen	   numerosas	   fibras	   DOR1-­‐ir	   en	   el	   núcleo	   interpeduncular,	   las	   cuales	  están	  distribuidas	  tanto	  en	  el	  neuropilo	  ventral	  como	  en	  el	  dorsal,	  revelando	  la	   pobre	   selectividad	   exhibida	   por	   las	   fibras	   DOR1-­‐ir	   procedentes	   de	   la	  hábenula.	  Esto	  está	  probablemente	  relacionado	  con	   la	  presencia	  bilateral	  de	  células	  y	  procesos	  DOR1-­‐ir	  en	  la	  habénula.	  La	  aplicación	  del	  trazador	  lipófilo,	  DiI,	   en	   el	   núcleo	   interpeduncular	   del	   pez	   cebra,	   demostró	   (resultados	   no	  incluidos	   en	   este	   trabajo)	   que	   este	   núcleo	   proyecta	   hacia	   el	   núcleo	   de	   rafe	  superior,	  en	  este	  trabajo	  se	  observó	  que	  ambos	  núcleos	  tienen	  fibras	  DOR1-­‐ir.	  Este	   núcleo	   proyecta	   también	   al	   Gris	   central,	   habiéndose	   observado	   una	  proyección	  similar	  en	  vertebrados	  superiores	  (Klemm,	  2004).	  Se	  observaron	  proyecciones	  del	  núcleo	  interpeduncular,	  no	  solo	  al	  núcleo	  del	  rafe	  superior,	  si	  no	  también	  al	  núcleo	  del	  rafe	  inferior,	  así	  como	  conexiones	  entre	  el	  núcleo	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interpeduncular	   y	   el	   lóbulo	   facial,	   el	   cual	   a	   su	   vez,	   proyecta	   hacia	   el	   núcleo	  gustatorio	   secundario	   (resultados	   no	   incluidos	   en	   este	   trabajo).	   La	   relación	  existente	  entre	  el	  núcleo	  interpeduncular	  y	  estos	  núcleos,	  todos	  ellos	  DOR1-­‐ir,	  parece	   sugerir	  que	  el	  núcleo	   interpeduncular	  puede	   ser	  una	   región	  de	  paso,	  para	  las	  vías	  que	  controlan	  las	  funciones	  realizadas	  por	  este	  receptor	  en	  otras	  regiones	  del	  encéfalo	  del	  pez	  cebra.	  	  
A	   diferencia	   de	   lo	   observado	   en	   este	   trabajo,	   el	   uso	   de	   ZFOR1	   y	   ZFOR4,	   no	  reveló	  la	  existencia	  de	  positividad	  en	  el	  núcleo	  interpeduncular	  del	  pez	  cebra	  (Porteros	  y	  col.,	  1999;	  Pinal-­‐Seoane	  y	  col.,	  2006).	  Esto	  puede	  ser	  debido	  a	   la	  diferente	   metodología	   empleada	   (técnicas	   inmunohistoquimicas	   vs.	  hibridación	   in	   situ)	   Por	   el	   contrario,	   los	   estudios	   realizados	   en	   rata	  demostraron	   la	   expresión	   del	   receptor	   delta	   en	   el	   núcleo	   interpeduncular,	  donde	   se	   observaron	   numerosas	   células	  marcadas	   débilmente	   (Cahill	   y	   col.,	  2001).	   Esto	   concuerda	   con	   los	   resultados	   obtenidos	   por	   otros	   autores	  utilizando	  técnicas	  inmunohistoquimicas	  (Arvidsson	  y	  col.,	  1995).	  
Una	   de	   las	   funciones	   mencionadas	   del	   receptor	   opioide	   delta	   es	   la	   de	  participar	   en	   la	   regulación	   de	   la	   producción	   de	   neurotransmisores,	   en	  relación	   a	   esto	   y	   conociéndose	   la	   existencia	   de	   conexiones	   entre	   	   el	   núcleo	  interpenduncular	   y	   el	   núcleo	   del	   rafe	   (Klemm,	   2004;	   Jesuthasan,	   2011),	   se	  cree	   que	   el	   núcleo	   interpeduncular	   actúa	   controlando	   la	   producción	   de	  serotonina	   en	   las	   neuronas	   del	   núcleo	   del	   rafe.	   Observando	   nuestros	  resultados,	   donde	   se	   reveló	   la	   existencia	   de	   fibras	   DOR1-­‐ir	   en	   el	   núcleo	  interpeduncular	  y	  núcleo	  del	  rafe,	  podríamos	  llegar	  a	  pensar,	  que	  en	  este	  caso,	  el	   receptor	   opioide	   delta	   participa	   en	   el	   control	   de	   la	   regulación	   de	  producción	  de	  serotonina	  por	  parte	  de	  neuronas	  del	  rafe.	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   núcleos	   que	   muestran	   expresión	  positiva	  en	  nuestro	  trabajo,	  así	  se	  observaron	  tanto	  cuerpos	  neuronales	  fibras	  inmunorreactivas	   a	   DOR1	   en	   el	   núcleo	   del	   rafe,	   estos	   resultados	   en	   el	   pez	  cebra	  recuerdan	  a	  las	  abundantes	  fibras	  DOR1-­‐ir	  observadas	  en	  el	  núcleo	  del	  rafe	  de	  rata	  (Arvidsson	  y	  col.,	  1995).	  Neuronas	  del	  núcleo	  del	  rafe	  tienen	  una	  expresión	  débil	  para	  ZFOR4	  (Pinal-­‐Seoane	  y	  col.,	  	  2006).	  
En	  rata	  se	  observó	  una	  expresion	  moderada	  en	  el	  núcleo	  del	  rafe	  pallidum,	  el	  rafe	  obscurus,	  rafe	  magnus,	  rafe	  dorsalis	  y	  también	  en	  el	  rafe	  medianus	  (Cahill	  y	   col.,	   2001).	   Existe	   un	   grupo	   de	   neuronas	   serotoninérgicas	   situadas	   en	   la	  línea	  media	   del	   complejo	   del	   rafe,	   las	   cuales	   reciben	   inervación	  DOR1	   en	   la	  rata	   (Arvidsson	   y	   col.,	   1995),	   esto	   concuerda	   con	   algunas	   neuronas	   que	  expresan	  serotonina	  y	  a	  la	  vez	  el	  transcrito	  DOR.	  Es	  posible,	  por	  tanto,	  que	  el	  receptor	   opioide	   delta	  module	   la	   secreción	   de	   serotonina	   dentro	   del	   núcleo	  del	   rafe.	   Invervacion	   de	   fibras	   positivas	   a	   DOR1	   se	   observó	   en	   áreas	  noradrenérgicas	   como	   el	   locus	   coeuruleus,	   el	   cual	   no	   presenta	  inmunorreactividad	   a	   DOR1	   en	   el	   pez	   cebra	   (presentes	   resultados).	   Los	  estudios	  realizados	  en	  humanos	  demuestran	  que	  no	  hay	  positividad	  ni	  en	  el	  núcleo	  del	  rafe	  ni	  en	  el	  locus	  coeruleus	  	  (Peckys	  y	  Landwehrmeyer,1	  999).	  
Los	   receptores	   opioides	   parecen	   modular	   la	   secreción	   de	   varios	  neurotransmisores	   presinapticos,	   actuando	   en	   algunos	   casos	   como	  inhibidores	   y	   en	   otros	   como	   activadores	   de	   la	   secreción	   (Ronker	   y	  Schoffelmeer,	   1993).	   Es	   posible	   que	   el	   receptor	   delta	   funcione	   como	  autorreceptor,	  existen	  varicosidades	  que	  tienen	  encefalina	  y	  DOR	  en	  algunas	  áreas	  del	  encéfalo,	  entre	  ellas	  el	  área	  magnus	  del	  rafe,	  la	  zona	  reticular	  lateral,	  el	   núcleo	   reticular	   paragigantocelular	   y	   en	   la	   parte	   superficial	   del	   colículo	  inferior;	  esto	  parece	  sugerir	  que	  el	  receptor	  opioide	  delta	  no	  sólo	  actúa	  como	  receptor	   específico	   para	   la	  Met/Leu	   encefalina	   si	   no	   que	   podría	  modular	   la	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producción	   de	   la	   Met/Leu	   encefalina	   en	   estas	   regiones.	   Se	   observó	   una	  coexistencia	   entre	   la	   serotonina	   y	   las	   encefalinas	   en	   el	   núcleo	   del	   rafe	  
pallidum	  y	  el	  núcleo	  del	  rafe	  obscurus,	   los	  cuales	  proyectan	  al	  asta	  ventral	  de	  la	  médula	  espinal	  (Millhorn	  y	  col.,	  1989).	  Esto	  puede	  sugerir	  que	  la	  encefalina,	  a	  su	  vez	  	  podría	  modular	  la	  producción,	  a	  través	  de	  la	  activación	  del	  receptor	  opioide	   delta,	   de	   la	   serotonina	   en	   el	   asta	   ventral.	   	   Se	   sugiere	   que	   los	  receptores	  delta	  están	  presentes	  en	  aquellas	  regiones	  donde	  llegan	  aferencias	  de	  células	  serotoninergicas.	  Microinyecciones	  de	  morfina	  o	  péptidos	  opioides	  dentro	   del	   núcleo	   del	   rafe	  magnus	   producen	   hipoalgesia	   (Dickenson	   y	   col.,	  1979;	  Levy	  y	  Proudfit,	  1979;	  Azami	  y	  col.,	  1982;	   Jensen	  y	  Yaksh,	  1986),	  esto	  sugiere	  que	  los	  receptores	  opioides	  delta	  están	  implicados	  en	  el	  control	  de	  los	  procesos	  analgésicos.	  
Estudios	  previos	  sobre	  el	  núcleo	  del	  rafe	  (Lillesaar	  y	  col.,	  2011)	  sugieren	  que	  este	  núcleo	  esta	  implicado	  en	  funciones	  como	  la	  reproducción	  tanto	  en	  el	  pez	  cebra	  como	  en	  otras	  especies	  de	  vertebrados,	   la	  existencia	  de	  fibras	  DOR1-­‐ir	  en	   este	   núcleo	   podría	   apoyar	   la	   teoría	   de	   que	   este	   receptor	   participa	   en	   la	  regulación	  de	  la	  función	  reproductiva.	  Esta	  función	  del	  receptor	  DOR	  ha	  sido	  demostrada	  en	  verterbrados	  superiores	  como	  la	  rata	  (Merrer	  y	  col.,	  2009),	  en	  esta	   función	   parece	   que	   también	   esta	   implicado	   el	   hipotálamo.	   Estudios	  realizados	   en	   el	   pez	   cebra	   parecen	   indicar	   que	   existe	   una	   relación	   entre	   el	  hipotálamo	   y	   el	   núcleo	   del	   rafe	   (Lillessaar	   y	   col.,	   2011),	   ambas	   regiones	  muestran	   expresión	   positiva	   a	   este	   receptor,	   por	   tanto	   podemos	   llegar	   a	  pensar	  que	  el	  hipotálamo	  puede	  enviar	  proyecciones	  al	  núcleo	  del	  rafe	  siendo	  ésta	  una	  posible	  vía	  para	  la	  regulación	  de	  la	  función	  reproductiva.	  En	  rata	  se	  estudiaron	  las	  conexiones	  existentes	  entre	  el	  núcleo	  del	  rafe	  y	  el	  hipotálamo	  poniendo	   de	   manifiesto	   que	   el	   hipotálamo	   participa	   en	   el	   comportamiento	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   (Nakamura,	   2013).	   Por	   otro	   lado,	   se	   demostró	  que	   el	   núcleo	  del	   rafe	  parece	   estar	   implicado	   en	   procesos	   de	   recompensa(Azmita	   y	   Segal,	   1978;	  Azmita	   	   y	   Gannon,	   1986;	  Molliver,	   1987;	   Vertes,	   1991;	   Peyron	   y	   col.,	   1998;	  Nakamura,	   2013),	   por	   tanto,	   se	   podría	   sugerir	   que	   existe	   una	   implación	  del	  receptor	  opioide	  delta	  en	  procesos	  de	  recompensa.	  
El	   rombencéfalo	   más	   rostral	   del	   pez	   cebra	   contiene	   dos	   núcleos	  especializados	   relacionados	   con	   el	   sistema	   visual	   y	   el	   sistema	   del	   gusto,	   el	  núcleo	   del	   istmo	   y	   el	   núcleo	   gustatorio	   secundario,	   respectivamente	  (Wullimann	  y	  col.,	  1996;	  Castro	  y	  col.,	  2006).	  De	  estos	  núcleos,	  el	  núcleo	  del	  istmo	   contiene	   cuerpos	   celulares	   que	   expresan	   el	   ARNm	   de	   DOR1,	   aunque	  débilmente	   (Porteros	   y	   col.,	   1999).	   En	   cambio	   nuestros	   resultados	   apenas	  mostraron	   inmunorreactividad	   a	   DOR1	   en	   este	   núcleo	   ni	   en	   la	   región	  gustatoria	  (dorsal)	  del	  núcleo	  gustatorio	  secundario	  (Castro	  y	  col.,	  2006b).	  Sin	  embargo	  un	  gran	  número	  de	  fibras	  positivas	  aparecen	  asociadas	  con	  la	  región	  visceral	   general	   (ventral)	   del	   núlcleo	   gustatorio	   secundario,	   indicando	   una	  especialización	  de	  esta	   región,	   la	   cual	   también	   recibe	   fibras	   encefalinergicas	  no	   presentes	   en	   la	   parte	   dorsal	   del	   núcleo	   gustatorio	   secundario	   ni	   en	   el	  núcleo	  del	   istmo.	  En	  el	  núcleo	  parabranquial	  de	   rata,	  el	   cual	   se	  corresponde	  parcialmente	   con	   el	   núcleo	   visceral/gustatorio	   secundario	   de	   teleósteos,	   se	  observaron	  numerosas	  fibras	  DOR1-­‐ir	  (Arvidsson	  y	  col.,	  1995).	  
2.9	  Region	  octavolateral	  
Dentro	   de	   esta	   región	   se	   observó	   la	   existencia	   células	   octavales	   a	   nivel	   del	  nervio	  octavo	  moderadamente	   inmunorreactivas	  a	  DOR1.	  Células	  del	  núcleo	  medial	   muestran	   niveles	   de	   expresión	   similares	   a	   las	   del	   núcleo	   octaval.	   A	  nivel	  mediolateral	   y	   ventrolateral	   existen	   poblaciones	   de	   células	   reticulares	  que	  presentan	  inmunorreactividad	  a	  DOR1.	  ZFOR1	  se	  expresa	  en	  los	  núcleos	  de	   la	   región	  octavolateral:	   anterior,	  magnocelular,	   tangencial,	  descendente	  y	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núcleo	   octaval	   posterior	   (Porteros	   y	   col.,	   1999).	   En	   el	   núcleo	   octavolateral	  medial	  y	  en	  la	  población	  secundaria	  octaval	  también	  hay	  expresión	  de	  ZFOR1	  (Porteros	  y	  col.,	  1999).	  ZFOR4	  muestra	   la	  misma	  expresión	  que	  ZFOR1	  en	  el	  área	  octaval,	  siento	  está	  más	  abundante	  que	  la	  de	  ZFOR1	  (Pinal-­‐Seoane	  y	  col.,	  2006).	  
2.10	   Lóbulos	   facial,	   vagal	   y	   glosofaríngeo,	   núcleo	   comisural	   y	   área	  
postrema	  
En	   este	   trabajo	   se	   observaron	   numerosas	   neuronas	   en	   el	   lóbulo	   vagal,	   así	  como	   fibras	   positivas	   en	   el	   neuropilo.	   Se	   observaron	   abundantes	   células	  marcadas	   moderadamente	   con	   ZFOR1	   en	   los	   lóbulos	   facial,	   glosofaríngeo	   y	  vagal	   (Porteros	   y	   col.,	   1999).	   Con	  ZFOR4	   se	  observó	   también	  positividad	  en	  los	  lóbulos	  vagal,	  facial	  y	  glosofaríngeo	  y,	  al	  igual	  que	  lo	  observado	  con	  ZFOR1,	  muestran	   una	   expresióon	   moderada	   en	   estas	   regiones	   (Pinal-­‐Seone	   y	   col.,	  2006).	  
2.11	  Región	  de	  transición	  entre	  el	  rombencéfalo	  y	  la	  médula	  espinal	  
Curiosamente,	  en	  el	  pez	  cebra	  se	  observaron	  motoneuronas	  inmunorreactivas	  a	   DOR1	   en	   el	   núcleo	   oculomotor	   y	   troclear,	   encontrándose	   ambos	   núcleos	  inervados	  por	  fibras	  encefalinergicas.	  Aunque	  no	  ha	  sido	  descrita	  la	  expresión	  de	   ARNm	   de	   DOR1/DOR2	   en	   estos	   núcleos	   del	   pez	   cebra	   (Porteros	   y	   col.,	  1999),	  en	  el	  núcleo	  oculomotor	  de	  la	  rata	  se	  ha	  observado	  la	  expresión	  de	  los	  receptores	   opioides	   mu	   y	   delta	   (Mansour	   y	   col.,	   1994).	   Así,	   nuestros	  resultados	  concuerdan	  con	  los	  obtenidos	  en	  rata,	  sugiriendo	  que	  DOR1	  puede	  jugar	  un	  papel	  importante	  en	  el	  control	  del	  músculo	  del	  ojo	  también	  en	  el	  pez	  cebra.	  
134 Discusión Existe	  inmunorreactividad	  positiva	  a	  DOR1	  en	  la	  formación	  reticular	  inferior,	  canal	   central	   de	   la	   médula	   espinal	   y	   un	   marcaje	   DOR1-­‐ir	   débil	   en	  motoneuronas	  del	   área	   ventral.	   Con	  ZFOR1	   se	   observó	   expresión	  moderada	  en	  el	  asta	  dorsal,	  cuyos	  cuerpos	  neuronales	  DOR1-­‐ir	  aparecen	  localizados	  en	  la	   línea	  media,	  y	  una	  expresión	  más	  abundante	  en	  asta	  ventral	  de	   la	  médula	  espinal	   (Porteros	   y	   col.,	   1999).	   Los	   resultados	   obtenidos	   para	   	   ZFOR4	  concuerdan	  con	  los	  observados	  para	  ZFOR1	  (Pinal-­‐	  Seoane	  	  y	  col.,	  2006).	  En	  el	  asta	   dorsal	   de	   la	   médula	   espinal	   de	   rata	   se	   observaron	   cuerpos	   celulares	  DOR1-­‐ir	  marcados	  moderadamente	  alrededor	  del	  canal	  central	   (Cahill	  y	  col.,	  2001).	   En	   humanos,	   no	   se	   observa	   positividad	   al	   receptor	   delta	   opioide	   en	  ninguna	   región	   de	   la	   médula	   espinal	   (Peckys	   y	   Landwehrmeyer,	   1999).	  Estudios	  sobre	  las	  funciones	  del	  receptor	  delta	  demostraron	  que	  en	  la	  médula	  espinal,	  el	  receptor	  delta	  juega	  un	  papel	  como	  agonista	  en	  la	  antinocicepción	  (Mika	  y	  col.,	  2001)	  
Incluso	  observándose	  diferencias	  evolutivas	  entre	  el	  sistema	  nervioso	  central	  de	  mamíferos	  y	  peces	  (Butler	  y	  Hodos,	  1996.)	  exisiten	  	  homologías	  en	  algunas	  regiones,	   como	   son:	   el	   área	   dorsal	   telencefálica	   y	   el	   cortex	   cerebral	   de	  mamñiferos,	   y	   el	   ganglio	   basal	   y	   el	   cerebelo,	   que	   nos	   permiten	   sugerir	   que	  existe	  una	  correlación	  en	  la	  distribución	  de	  los	  receptores	  dentro	  del	  encéfalo	  de	   vertebrados,	   pudiendo	   llegar	   a	   establecer	   una	   comparación	   evolutiva	   de	  las	  funciones	  del	  receptor	  delta	  opioide	  en	  mamíferos	  y	  peces	  (Pinal-­‐Seoane	  y	  col.,	  2006).	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En	  base	  a	   los	   resultados	  obtenidos	  en	  el	  presente	   trabajo	  se	  pueden	  extraer	  las	  siguientes	  conclusiones:	  
1. El	  estudio	  inmunohistoquímico	  usando	  el	  anticuerpo	  para	  el	  receptor	  deltaopioide,	   DOR1,	   puso	   de	   manifiesto	   la	   existencia	   de	   poblaciones	   neuronalesDOR1-­‐ir	   en:	   bulbos	   olfativos,	   áreas	   telencéfalicas,	   área	   preóptica,	   regioneshipotalámicas,	  estrato	  periventricular	  del	  techo	  óptico,	  gris	  central,	  formaciónreticular	   superior,	   núcleo	   oculomotor,	   núcleo	   tróclear,	   núcleo	   del	   rafe,cerebelo,	   núcleo	   medial,	   lóbulo	   vagal,	   formación	   reticular	   inferior	   medial	   yasta	  ventral	  de	  la	  médula	  espinal.
2. La	  expresión	  observada	  de	  fibras	  inmunorreacitivas	  a	  DOR1	  es	  mucho	  másabundante	   que	   la	   observada	   para	   cuerpos	   neuronales,	   existiendo	   fibrasDOR1-­‐ir	  por	  todo	  el	  encéfalo	  del	  pez	  cebra,	  desde	  las	  regiónes	  más	  rostralesdel	   encéfalo,	   como	   son	   los	  bulbos	  olfativos,	   hasta	   las	   regiones	  más	   caudalesdel	  encéfalo,	  como	  la	  médula	  espinal.
3. En	   base	   a	   los	   resultados	   obtenidos	   mediante	   el	   estudioinmunohistoquímico	   del	   receptor	   opioide	   delta,	   DOR1,	   y	   observando	   ladistribución	   tanto	   de	   cuerpos	   neuronales	   como	  de	   fibras	  DOR1-­‐ir,	   podemosllegar	  a	  decir	  que	  éste	  receptor	  ampliamente	  distribuido	  por	  todo	  el	  encefáloadulto	  del	  pez	  cebra.
4. El	  sistema	  opioide	  parece	  ser	  un	  sistema	  importante	  dentro	  del	  encéfalo	  delpez	   cebra,	   pudiendo	   participar	   así	   en	   diversas	   funciones	   principales(alimentación,	  comportamiento	  sexual,	  estrés,	  regulación	  del	  ciclo	  circadiano,modulación	   de	   la	   liberación	   de	   hormonas,	   control	   del	   dolor)	   para	   elsuperviviencia	  y	  el	  correcto	  comportamiento	  del	  pez	  cebra.
138 Conclusiones 5. La	   expresión	   del	   ligando	   específico,	   para	   DOR1,	   Met/Leu	   encefalinacoincide	   en	   algunas	   regiones	   del	   encéfalo	   con	   la	   expresión	   observada	   paraDOR1.	   Sin	   embargo,	   la	   doble	   inmunofluorescencia	   de	   DOR1	   y	   Met/Leuencefalina	  ha	  revelado	  que	  este	   ligando	  endógeno	  de	  DOR1	  no	  es	  expresadopor	  estructuras	  DOR1-­‐ir.
6. A	  pesar	  de	  no	  ser	  expresadas	  las	  dos	  sustancias	  por	  las	  mismas	  estructuras,la	  coexistencia	  observada	  entre	  DOR1	  y	  Met/Leu	  encefalina	  apoya	  la	  teoría	  deque	   los	   opioides	   endógenos	   están	   implicados	   en	   diferentes	   funcionesrelacionadas	  con	  el	  receptor	  opioide	  delta	  en	  diversas	  regiones	  del	  encéfalo.
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